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RESUMEN

Los péptidos bioactivos son secuencias de dos a unas pocas docenas de
aminoacidos y con una masa molecular inferior a 6000 Da, y producen diferentes
efectos sobre los sistemas del cuerpo humano (cardiovascular, nervioso, digestivo,
inmune, etc.). Dichos péptidos son de interés para la industria farmacéutica y
alimenticia como agentes terapéuticos, nutracéuticos y conservantes alimentarios.

En este trabajo se propone aplicar proteasas pre-purificadas provenientes de los
frutos de una planta que crece en Argentina, Bromelia antiacantha Bertol.
(Bromelaceae), en forma soluble, suspendida o inmovilizada y en medios acuoso -
orgénicos, como catalizador de la sintesis total o parcial de péptidos con potencial
actividad antimicrobiana y antihipertensiva, de interés como conservantes alimentarios
y nutraceuticos.

La originalidad de este trabajo esta centrada tanto en la sintesis de péptidos con
potencial actividad antimicrobiana y antihipertensiva in vitro utilizando fitoproteasas
autoctonas, como en su potencial aplicacion a alimentos como conservantes y
nutracéuticos. Ademas, el desarrollo de péptidos hibridos por via quimo-enzimaética,
para ampliar el espectro inhibitorio o la efectividad de las secuencias originales,
también es un aspecto que aporta novedad cientifica a la investigacion.

Se realizaron estudios de ingenieria de medios, de sustratos y del biocatalizador,
con el objeto de encontrar las condiciones mas promisorias para las reacciones de
sintesis enzimatica de péptidos con actividad antimicrobiana y antihipertensiva in vitro.

Para seleccionar los medios de reaccion mas promisorios de las sintesis de
péptidos, se estudid el efecto de los solventes orgéanicos (con diferente grado de
hidrofobicidad e hidratacién) sobre la actividad proteolitica inicial y la estabilidad
operacional de antiacanthaina en sistemas homogéneos, macroheterogéneos vy
microheterogéneos, utilizando la enzima libre e inmovilizada en glioxil silica.

En los sistemas homogéneos, formados por la mezcla de un solvente miscible y
buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8, antiacanthaina expreso entre 3 y 60 % de las actividades
proteoliticas en buffer Tris-HCI, obteniéndose los mejores resultados en metanol 30 %
(v/v) y buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8. S6lo 70 % (v/v) de acetonitrilo en el mencionado
buffer produjo la inactivacion de la enzima.

En los sistemas macroheterogéneos (liquido — liquido), formados por la mezcla de

un solvente inmiscible y buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8, los mejores resultados se
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obtuvieron con acetato de etilo y hexano 50% (v/v). En estos medios, antiacanthaina
expres6 108 y 119 % de las actividades proteoliticas en buffer Tris-HCI,
respectivamente. No obstante, la mayoria de los medios bifasico estudiados fueron
activantes y estabilizantes para la enzima.

Por el contrario, en los sistemas microheterogéneos (solventes organicos con bajo
contenido acuoso, Xw en la enzima: 1 x 107°) antiacanthaina expresd6 muy bajas
actividades proteoliticas, respecto de la obtenida en buffer Tris-HCI (0,1M) pH 8.

El efecto de los de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
antiacanthaina A se estudié por FTIR, y se evalué mediante el coeficiente de similitud
espectral (r), tomando como referencia la estructura secundaria obtenida en buffer Tris-
HCI (0,1 M) pH 8. Los resultados obtenidos indicaron que antiacanthaina A en los
sistemas acuosos — organicos estudiados tuvo baja similitud espectral respecto de buffer.
Sin embargo, algunas de dichas estructuras le impidieron expresar su actividad
proteolitica mientras otras produjeron activacion, tal es el caso de acetato de etilo y
hexano (50% (v/v)). En consecuencia, los cambios en la expresion catalitica de
antiacanthaina en los medios acuoso — organicos estudiados no estan vinculados con la
estructura secundaria que la enzima adquiere en ellos.

Para la seleccion del donador de acilo para las reacciones de sintesis, se realizaron
estudios de preferencias de antiacanthaina por diversos derivados aminoacidos
sintéticos, en los medios de reaccion previamente descriptos.

Antiacanthaina en buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8 exhibié amplia preferencia por
los derivados aminoacidicos no polares (excepto Val); mientras que las preferencias de
antiacanthaina en los sistemas acuoso — organicos estudiados variaron en cada uno de
ellos, y también respecto de buffer. De manera similar que en solucion acuosa,
antiacanthaina en metanol 30 % (v/v) mantuvo sus preferencias por los aminoacidos no
polares, mientras que en acetato de etilo o hexano 50 % (v/v) antiacanthaina mostr6
preferencia por los aminoacidos polares.

En consecuencia, en base a la estabilidad operacional de antiacanthaina se
seleccionaron como sistemas de reaccion mas promisorios para las sintesis de péptidos
bioactivos de interes, metanol 30% (v/v), acetato de etilo 50% (v/v) y hexano 50%
(v/v); a 40 °C, pH 9 (en la fase acuosa) y 200 rpm. Ademas, en base a las preferencias
de antiacanthaina en dichos medios de reaccion, se selecciond N-a-CBZ-Tyr-pNO

como donador de acilo y Val-OH, Leu-OH o GIn-OH como nucledfilos.
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A partir de la base de datos BIOPEP (2012) y tomando como base las preferencias
de antiacanthaina, se seleccionaron los péptidos: Tyr-Leu-OH (YL) y Tyr-Val-Leu-OH
(YVL), con actividad antihipertensiva y antimicrobiana in vitro, respectivamente; con el
objeto de sintetizar por via quimica y enzimatica los analogos, 0 sus precursores.
Ademaés, y con el mismo objetivo, se seleccionaron otros péptidos obtenidos de novo en
el Laboratorio de Bromatologia (UNSL), a partir de hidrolizados de derivados casearios
(Bersi y col., 2018). Resultd de particular interés el tripéptido Tyr-GIn-GIn (YQQ),
puesto que dicha secuencia no se encuentra reportada en las bases de datos de péptidos
bioactivos, tales como: PepBank, PeptideDB, BIOPEP; ni en las bases de datos de
péptidos antimicrobianos APD2, Antimicrobial Peptide Database.

Se obtuvieron con éxito los péptidos N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL, anélogo de
YL) y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV, analogo del precursor (YV) de YVL) por sintesis
enzimatica bajo control cinético en acetato de etilo 50% (v/v), utilizando anticanthaina
en forma libre como catalizador, con rendimientos en producto de 63 % y 52 %
respectivamente. El grado de conversion de sustrato limitante en producto fue de 75 % y
100 %, respectivamente. Este hecho fue debido a la reaccion competitiva de hidrolisis

del sustrato, danto el producto de hidrolisis N-a-CBZ- Tyr-OH.

En cambio, en metanol 30% (v/v) la reaccion de sintesis enzimatica bajo control
cinético dio lugar a la formacion de los tetrapéptidos N-a-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-OH y
N-a-CBZ-Tyr-(Val)2-Val-OH, en lugar de los dipéptidos esperados; los cuales fueron
dilucidados por espectroscopia de masas y poseen m/z: 654,85 y m/z: 612,58,

respectivamente.

Ademas, la sintesis enzimatica de Z-YL y Z-YV bajo control termodinamico no
procedié exitosamente, tanto en acetato de etilo 50% (v/v) como en metanol 30% (v/v),
indicando que la presencia de un donador de acilo activado es fundamental para que la
sintesis de ambos péptidos pueda ser catalizada por antiacanthaina.

La sintesis enziméatica de N-a-CBZ-Tyr-GIn-OH (Z-YQ, analogo del precursor
(YQ) de YQQ) en sistemas homogéneo y macroheterogéneo no procedio.
Probablemente, la alta preferencia de antiacanthaina por GIn en el medio bifasico
(90%), en relacion al derivado Tyr (70%), haya impedido el uso de éste ultimo como
donador de acilo por parte de la enzima. Estos resultados validan la estrategia aplicada

para la seleccion de los sustratos en este trabajo.
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Finalmente, se logro la sintesis quimo-enzimética del tripéptido hibrido N-o-
CBZ-Tyr-Leu-Leu (Z-YLL, derivado de beta lactorfina (Tyr-Leu-Leu-Phe) proveniente
de a-lactoalbtimina y B-lactoglobulina, en dos etapas que incluyeron la SPPS de Leu-
Leu, y la union de éste a N-a-CBZ-Tyr-pNO por sintesis enzimatica, utilizando acetato
de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,AM (pH 9) como medio de reaccion. La
identidad y el peso del molecular del tripéptido Z-YLL fueron dilucidados por ESI-MS.

La actividad antihipertensiva de Z-YL (analogo de YL, sintetizado por via
enzimatica), YQQ (péptido de novo, sintetizado por SPPS) y Z-YLL (péptido hibrido,
sintetizado por via quimo-enzimatica); se evalu6 como actividad inhibitoria de la ECA
en ensayos in vitro. Sorprendentemente el péptido hibrido (Z-YLL), sintetizado por via
quimo-enzimatica en nuestro laboratorio, presenté un porcentaje de inhibicién
notablemente superior (93%) a Z-YL (53%) y también mayor que YL (84%). Ademas,
el péptido YQQ sintetizado (de novo) en nuestro laboratorio por SPPS presentd un
porcentaje de inhibicion de la ECA de 85%. Este valor es similar al informado por
Mullally y col. (1996) para el péptido YL (84%).

La actividad antimicrobiana de YVL (sintetizado por SPPS); YV (precursor de
YVL, sintetizado por SPPS) y Z-YV (analogo del precursor YV, sintetizado por via
enzimatica); se evalud en un cultivo de bach a escala de laboratorio, frente a una cepa
grampositiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923) y frente a una cepa gramnegativa
(Escherichia coli ATCC 25922).

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de YVL, YV y Z-YV frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 fueron 57ug/ml, 49ug/ml y 50ug/ml,
respectivamente. Estos resultados fueron 83, 57 y 61% mayores que la CIM de
oxacilina (31,1pg/ml). En consecuencia los péptidos YVL, YV y Z-YV presentaron un
efecto bacteriostatico contra S. aureus.

Las CIM de YVL, YV y Z-YV frente a Escherichia coli ATCC 25922 fueron
32ug/ml, 57ug/ml y 54ug/ml, respectivamente. Estos resultados fueron 1,5; 2,6 y 2,5
veces mayores que la CIM de acido nalidixico (21,7ug/ml). En consecuencia, los

péptidos YVL, YV'y Z-YV, presentaron un efecto bacteriostatico contra E. coli.

Por otra parte, la actividad anticoagulante del péptido YQQ se determind
mediante Wiener Lab Test. El péptido YQQ (sintetizado quimicamente), actud en la via

intrinseca de la cascada de coagulacién, especificamente sobre algunos factores de la
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misma (VII1, 1X, X1y XII) incrementando 105% el tiempo de coagulacion con respecto

al control.

Mediante la determinacion cuantitativa de fibrindgeno en plasma humano por el
método inmunoturbidimétrico, se demostré que YQQ solo causé el 4% de la inhibicion
de trombina, indicando que YQQ actia en la via intrinseca de la cascada de la
coagulacion en algan punto anterior del factor X. Este factor produce el factor Xa
(activado) que permite la conversion de protrombina (I1) en trombina (lla), y ésta

cataliza la conversion de fibrindgeno a fibrina y la formacion del coagulo.

El valor de Tiempo Parcial de Tromboplastina Activado (APTT) observado para
YQQ es 2 veces el valor del control (siendo el rango terapéutico aceptado 1,5 a 2,5
veces el valor del control de APTT) y 32% mas alto que el valor de APTT para
Heparina. Dicho resultados pusieron de manifiesto su potencial no solo como agente
antihipertensivo sino también como anticoagulante. Ademas, se demostré que el péptido
YQQ retuvo la actividad anticoagulante en un pool de plasma humano de individuos
sanos, demostrando la alta estabilidad del péptido sintetizado en el rango de tiempo

estudiado.

La toxicidad aguda del péptido YQQ se determin6 como porcentaje de viabilidad
celular después de la exposicion de la linea celular humana 293 FT a diferentes
concentraciones del péptido YQQ, durante 4 horas a 37 °C en atmdsfera de 5% de aire

enriquecido en COx.

El péptido YQQ no fue citotéxico en ensayos in vitro a las concentraciones
estudiadas, ya que no produjo disminucion significativa (p < 0,05) en la supervivencia
celular en tales condiciones, segin la prueba de Kruskall-Wallis. Bajo algunas
condiciones de tratamiento, se midieron las tasas de supervivencia por encima del
control (100%). Sin embargo, como estas diferencias son inferiores al 10%, no se
consideran un efecto proliferativo significativo y parecen estar relacionadas con el
fenomeno de hormesis, que se caracteriza por producir estimulacion o efecto

beneficioso a bajas dosis y efecto inhibidor o tdxico a altas dosis.

En general, este trabajo aporta nuevas estrategias y productos de interés para la
industria alimenticia que implican una expansion del mercado actual en materia de
nutracéticos y conservantes alimentarios seguros, y la potencial transferencia de

resultados al sector socio-productivo interesado en los mismos.
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PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos bioactivos son porciones especificas de proteinas desde 2 hasta
algunas docenas de residuos de aminoacidos con actividades bioldgicas deseables, en
funcién de su composicién y secuencia (Barberis y col., 2018).

La base de datos BIOPEP (Biopep 2018) informa sobre 3.587 péptidos con
actividades: antimicrobiana (Adje y col., 2011), antihipertensiva (Bhat y col., 2017),
antioxidante (Chakrabarti y col., 2014), anticancerigena (Aleman y col., 2011), anti-
adipogeénica (Tsou y col.,, 2010), inmunomoduladora (Huang y col.,, 2010)
antiinflamatoria (Ahn y col., 2015), antitrombdtica (Sabbione y col., 2016), entre otras.

La bioactividad estd determinada por la composicion del péptido y la secuencia
de aminoacidos, y muchos de ellos han revelado propiedades multifuncionales (Mora y
col., 2014, Singh y col., 2014, Guzman y col., 2007).

En términos econdmicos, se prevé que el mercado mundial de péptidos para
farmacos sea de US $ 25.400 millones en 2018 (Fosgerau y Hoffman, 2015).

Mas allad de las actividades bioldgicas demostradas por ensayos in vitro, los
péptidos bioactivos deben alcanzar sus sitios diana en el lado luminal del tracto
intestinal o en Grganos periféricos especificos después de la absorcion.

La biodisponibilidad y biodistribucion del péptido, incluyendo la captacion, el
transporte, el paso de membranas biol6gicas y de las barreras celulares, dependen de
una combinacion de sus propiedades fisicoquimicas, tales como solubilidad acuosa,
lipofilicidad, capacidad de formacion de puentes de hidrégeno, estabilidad quimica y
estabilidad metabodlica (proteolitica y/o degradacion enzimética) (Vlieghe y col., 2010).
Finalmente, los péptidos deben unirse a receptores de superficie celular especificos,
tales como receptores acoplados a proteina G (GPCR) o canales idnicos, donde activan
efectos intracelulares (Fosgerau y Hoffmann 2015).

Segun la bibliografia, los péptidos bioactivos presentan ventajas importantes
tales como: 1) alta especificidad y selectividad por los tejidos diana; 2) poca o ninguna
toxicidad; 3) eficacia a bajas concentraciones; 4) ausencia de acumulacion; 5) ausencia
de efectos secundarios; 6) facil degradacion en el medio ambiente (Uhlig y col., 2014;
de Castro, 2015).

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) han sido identificados como posibles
sustitutos de los productos quimicos utilizados como farmacos o conservantes de
alimentos (de Castro, 2016).
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Existen escasos antecedentes de la aplicacion de péptidos antimicrobianos a
alimentos, y la mayoria de ellos provienen de la purificacién de hidrolizados proteicos.
Sin embargo, la purificacion de un hidrolizado proteico es una metodologia compleja,
que debe realizarse en varias etapas y demanda largos tiempos de proceso. Por tal razon,

su escalamiento resulta dificultoso (Souzay col., 2017).

Péptidos antimicrobianos

La creciente resistencia de los patogenos frente a muchos antibidticos
comunmente utilizados ha llevado a la investigacion de nuevos compuestos con las
mismas funciones (Bechinger y Lohner 2006).

Se sabe que los péptidos cortos (1-50 aminoacidos) con propiedades catidnicas a
pH neutro y anfifilicas, y con una gran cantidad de residuos hidrofébicos, actdan como
la primera barrera de defensa del organismo huésped, proporcionando actividad contra
una amplia variedad de microorganismos patdgenos tales como bacterias gramnegativas
y grampositivas, hongos, virus y parasitos (Hancock y Sahl 2006; Cruz y col., 2014).
Esto induce a pensar que dichas caracteristicas son las deseables a la hora de sintetizar
AMPs. Sin embargo, existen AMPs cortos (1-50 aminoacidos) de naturaleza aniénica en
un rango de pH de 1 a 7, que presentan en su estructura un gran nimero de residuos de
acido aspartico y glutamico (Laverty y col., 2011).

En el primer caso, la atraccién inicial entre el péptido y la célula diana se
produce por union electrostatica entre el péptido catiénico y los componentes de la
membrana celular externa cargada negativamente, tales como lipopolisacaridos en
bacterias gramnegativas o acido lipoteicoico en la superficie de bacterias grampositivas
(Jenssen y col., 2006). Esta interaccidn electrostatica elimina los cationes divalentes
nativos (Mg?*, Ca?") de la superficie de la célula, desestabilizando asi la membrana
externa y facilitando la entrada del péptido y posterior contacto peptidico con la
membrana citoplasmatica, proceso conocido como autopromotransmision (Powers y
Hancock 2003). Luego, el péptido puede permeabilizar la membrana citoplasmatica y/o
translocar a través de ella, segun diferentes modelos mecanisticos.

Asi, los péptidos antimicrobianos se pueden clasificar en dos grupos principales:
el primer grupo consiste en aquellos péptidos que actian sobre la membrana
citoplasmatica formando poros, mientras el segundo grupo incluye aquellos que no

tienen accion sobre la membrana citoplasmatica del microorganismo diana, pero pueden
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traslocar a través de ella y causar la inhibicion de la sintesis de proteinas y la sintesis de
ADN o ARN o interactuar con ciertos dianas intracelulares (Patrzykat y col., 2002,
Powers y Hancock 2003 , Reddy y col., 2004, Jenssen y col., 2006). Para explicar la
formacion de poros, se han propuesto varios modelos, tales como poros toroidales,
barricales, agregados y alfombras.

De los 464 péptidos antimicrobianos informados por BIOPEP (2018) solo
excepcionalmente alguno de ellos se obtuvieron por sintesis quimica y ninguno de ellos
por sintesis enzimatica. Ademas, ninguno fue aplicado como conservante alimentario, lo

que marca la originalidad de nuestra investigacion.

Péptidos antihipertensivos

La hipertension arterial afecta aproximadamente al 25% de la poblacion adulta
en todo el mundo y se prevé que llegara al 29% de la poblacion en 2025, lo que supone
un total de 1,56 billones de personas (Ngo y col., 2015). Aunque es una enfermedad
controlable, la hipertension se asocia con varias enfermedades cardiovasculares, como
aterosclerosis, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Sheih y col., 2009).

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) desempefia un papel importante
en la regulacion de la presion arterial porque cataliza la conversion de la angiotensina-|
(la forma inactiva) a la angiotensina-Il (un vasoconstrictor) e inactiva la bradiquinina
(un vasodilatador).

En consecuencia, los inhibidores sintéticos de la ECA, como captopril y
enalapril, se usan a menudo para tratar la hipertension y otras enfermedades del corazon
relacionadas. Sin embargo, los inhibidores sintéticos pueden causar varios efectos
secundarios, como tos, alteracion del gusto, erupcidn cutanea y angioedema (Aleman y
col., 2011).

Los péptidos antihipertensivos tienen la capacidad de modular el sistema renina-
angiotensina (RAS) debido a que disminuyen las actividades de la renina o la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), estas dos enzimas principales regulan la presion
sanguinea de los mamiferos. También, pueden mejorar la via de la sintasa de éxido
nitrico endotelial (eNOS). Por altimo, los péptidos pueden bloquear las interacciones
entre los receptores de la angiotensina Il (vasoconstrictor) y la angiotensina, pudiendo

contribuir a la reduccion de la presion arterial (Aluko, 2015, Puchalska y col., 2015).
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Péptidos anticoagulantes

Los péptidos antitromboticos inhiben la union del fibrinbgeno a una region
receptora especifica en la superficie de las plaquetas y también inhiben la agregacién de
plaquetas (Segura-Campos y col., 2014).

Varios péptidos antitrombdticos derivados de proteinas alimentarias se han
descrito en los ultimos afios. Muchos de ellos estan contenidos en la proteina de la leche
k-caseina, y exhiben homologia de secuencia con las cadenas de fibrindgeno, lo que les
permite actuar como inhibidores competitivos en los sitios de unién especificos de los
receptores en la superficie de las plaquetas (Hayes, 2007).

También se ha descrito la presencia de péptidos antitrombdticos en otras fuentes
de alimentos, como frijol terciopelo, colza y clara de huevo (Yang y col., 2007; Zhang y
col., 2008).

Recientemente, se observo actividad antitrombdtica in vitro en hidrolizados de
amaranto y sus fracciones de proteina, pero no se encontr6 bioactividad en el aislado de
proteina de soja (Sabbione y col., 2015). Estos hidrolizados de amaranto fueron capaces
de inhibir la enzima trombina (EC 3.4.21.5), que es una proteasa serinica gque participa
al final de la cascada de coagulacion catalizando la conversion de fibrindgeno en

mondmeros de fibrina (los que posteriormente se polimerizan).

TECNOLOGIAS DE PRODUCCION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Existen diferentes tecnologias para la produccion de péptidos, incluyendo: la
extraccion de fuentes naturales (Hipkiss y Browson, 2000); produccién por ADN
recombinante (Gill y col., 1996); produccidn de proteinas usando sistemas de expresion
libres de células (Katzen y col., 2005); produccion en plantas y animales transgénicos
(Wright y col., 1991; Cunningham y Porter, 1997); produccidn por sintesis quimica (Du
Vigneaud y col., 1953; Merrifield, 1963; Patarroyo y col., 1988; Patarroyo y Guzman,
2004) y sintesis enzimatica de péptidos, utilizando enzimas proteoliticas (lllanes y
Barberis, 1994; Quiroga y col., 2008).

Dentro de la extraccion de fuentes naturales, la hidrolisis enzimética de las
proteinas es una de las técnicas mas utilizada para producir péptidos bioactivos, para
mejorar las propiedades funcionales y biologicas de las proteinas, asi como también
para agregar valor a los subproductos con bajo valor comercial (Zarei y col., 2014;
Luna-Vital y col., 2015; Moray col., 2014).
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Sin embargo, la purificacion de un producto peptidico con cierta actividad
bioldgica a partir de un hidrolizado proteico es una tarea engorrosa, consumidora de
tiempo, y de alto costo, lo que dificulta su escalamiento. Actualmente las herramientas
in silico permiten predecir tales actividades a partir de sustratos proteicos determinados,
pero no todas las proteinas se encuentran en base de datos y ademas, las actividades
predichas deben ser demostradas y validadas experimentalmente.

La validacion es un proceso indispensable en productos y procesos sujetos a la
inherente variabilidad de las fuentes bioldgicas.

Finalmente, las fuentes proteicas para la obtencion de los péptidos de interés
son, en muchos casos, estacionales (frutos, semillas) o propias de una region; lo que
afecta la factibilidad y sustentabilidad de dichos procesos.

Si bien, la seleccién de la metodologia para producir péptidos bioactivos, va a
estar determinada por la longitud de la cadena peptidica, la sintesis quimica y
enzimatica son las tecnologias méas utilizadas para péptidos pequefios y medianos.
Existe amplio consenso en la informacién cientifica para afirmar que la primera
metodologia se aplica para la sintesis de hasta 50 residuos aminoacidicos, mientras que
la segunda permite la condensacion de no mas de 10 aminoéacidos (Barberis y col.,
2018).

Sintesis quimica de péptidos

Existen dos tipos de sintesis quimica de péptidos, sintesis en solucion (sintesis
clasica) y sintesis en fase sélida.

La sintesis de péptidos en solucion se ha utilizado para la sintesis de pequefios
péptidos compuestos s6lo por unos pocos residuos de aminoacidos. Su principal ventaja
es que los productos intermedios pueden aislarse y purificarse después de cada etapa de
sintesis, desprotegerse y recombinarse para obtener péptidos més grandes de la
secuencia deseada. Esta técnica es altamente flexible con respecto a la quimica del
acoplamiento y la combinacién de los bloques peptidicos (Guzman y col., 2007,
Barberis y col., 2008).

Sin embargo, desde la introduccion de la sintesis en fase solida por Merrifield
(1963), esta tecnologia ha ganado mas relevancia y se han hecho avances significativos
en el desarrollo de soportes poliméricos (resinas) y enlazadores (linkers), grupos

protectores reversibles y métodos para la activacion de formacién de enlaces covalentes,
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contribuyendo de esta manera al avance de la quimica organica como una poderosa
herramienta para la investigacion de proteinas y péptidos (Goodman, 2002; Albericio,
2004).

La sintesis en fase sdlida tiene muchas ventajas sobre el sistema clasico en
solucion, permitiendo la automatizacion de la reaccion y evitando el problema de
solubilizacion del péptido ya que éste permanecerd unido a la matriz solida hasta
finalizar la reaccion (Guzman y col., 2007).

Las principales caracteristicas de la sintesis en fase solida son: 1) la secuencia
peptidica se mantiene anclada a una matriz, que puede ser filtrada al final del proceso;
2) los ciclos repetidos de desproteccion y acoplamiento se pueden automatizar; y 3) a
menudo, el producto final se libera de la matriz y se desprotege en el mismo paso. Sin
embargo, mediante la eleccion adecuada de los grupos protectores y enlazadores, el
péptido puede ser desprotegido mientras permanece unido al soporte o liberado del
soporte en la forma totalmente protegida (Shelton, 2013).

La sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) consiste en el alargamiento de una
cadena peptidica anclada a una matriz sélida por adiciones sucesivas de aminoacidos,
que estan unidos por formacion de enlaces amida (union peptidica) entre el grupo
carboxilo del aminoacido entrante y el grupo amino del aminoécido previamente unido
a la matriz, hasta que se haya sintetizado la secuencia peptidica deseada (Nilsson y col.,
2005).

Las estrategias principales de SPPS son la sintesis secuencial, la sintesis
convergente y la ligadura quimica. La sintesis secuencial implica la adicion por etapas
de aminoéacidos hasta que se sintetiza la secuencia deseada (Figura 1).

La sintesis convergente implica la sintesis independiente de secuencias de
péptidos que luego se unen por condensacion en fase liquida. En la ligadura quimica,
esos fragmentos estdn unidos por reacciones quimio-selectivas que involucran a los
enlaces tioéter (Lu y Tam, 2005), oxima (Nardin y col. 1998), hidrazona y tiazolidina
(Tamy col., 1995).

30



o] o)

el Siuear B2

Ciclo iterativo

- a R B
- ’/Y\(ﬁ\NH’H{I" SL ./Y\,\‘;LLNH/HOH_' .
\4

HoN 0
4‘

| ': resina; @ , @ : grupos

Figura 1. Esquema de sintesis en fase sélida (SPPS) :
protectores de las cadenas laterales; ¥: grupo protector a-amino. 1: acople del primer
residuo; 2: desproteccidn; 3: acople de los siguientes residuos (ciclo iterativo); 4: clivaje

y desproteccion de cadenas laterales (Guzman, 2013).

Sintesis secuencial: esta estrategia se usa para la sintesis de péptidos de tamafio
pequefio a mediano que contienen hasta 50 residuos. Sin embargo, los polipéptidos de
mayor tamafio se pueden construir usando la sintesis secuencial mediante la técnica de
polimerizacion de cisteina, la construccion de dendrimeros usando matrices de lisina o
la construccion de proteina sintética ensamblada con plantilla (TASP) (Tuchscherer y
Mutter, 1996, Banfi y col., 2004).

La polimerizacion de cisteina se realiza localizando residuos de cisteina en los
terminales amino y carboxi del péptido. La cisteina tiene un grupo sulfhidrilo propenso
a la oxidacién para formar puentes disulfuro de forma que el péptido puede
polimerizarse tanto en los terminales amino como carboxi para producir polipéptidos de
alto peso molecular. Esta técnica produce una amplia gama de especies peptidicas
oxidadas que van desde el mondémero ciclico y el dimero a polipéptidos de alto peso
molecular (Guzman y col., 2007).

Un dendrimero es una macromolécula tridimensional polimérica de construccién
arborescente. A diferencia de los polimeros lineales cuya distribucion molecular es
probabilistica, los dendrimeros tienen una estructura quimica precisa, donde los enlaces

quimicos entre los atomos se puede describir con exactitud. Las macromoléculas
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dendriméricas presentan una forma de crecimiento generacional (Go, G1, G2).
Dendrimeros tetraméricos del tipo doble-dimero (DDC) han sido empleados

como agentes inmunogénicos candidatos para la sintesis de vacunas antimalaria,

resultando en una mejor presentacion que los polimeros cisteinicos en pruebas

experimentales usando como modelo monos del género Aotus (Riveray col., 2002).

Sintesis convergente: esta estrategia se usa para la sintesis de péptidos de hasta
50 residuos aminoacidicos producidos separadamente mediante sintesis secuencial y
luego unidos mediante sintesis en solucion o en fase sélida, pudiendo obtenerse asi
péptidos de gran tamafo. Una ventaja de esta técnica es que cada fragmento peptidico
es purificado y caracterizado antes de su unién, lo que minimiza las reacciones laterales
y permite un buen control del proceso de sintesis. No obstante, la sintesis convergente
presenta algunos inconvenientes derivados de la baja solubilidad de los fragmentos
peptidicos protegidos tanto en solventes acuosos (empleados en la purificacion
mediante  HPLC) como organicos (empleados en las reacciones de acople).
Adicionalmente, las velocidades de reaccion de acoplamiento de los fragmentos
peptidicos son mucho menores que para las especies aminoacidicas activadas empleadas
en sintesis secuencial y el grupo C-terminal aminoacidico puede ser racemizado durante
el acople. Algunos de estos inconvenientes han sido subsanados empleando mezclas de
solventes que aumentan la solubilidad, tiempos de reaccion prolongados para aumentar
la eficiencia de acople y glicina o prolina en el extremo C-terminal para evitar la
racemizacion. De este modo, y a pesar de sus inconvenientes técnicos, la sintesis
convergente representa la mejor opcion para la sintesis de péptidos de gran tamafio,
como lo ilustran la sintesis convergente a gran escala del péptido P41 icf (un potente
inhibidor de cathepsina humana L.) (Chiva y col., 2003) y del inhibidor de la fusion
celular del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV 1), denominado T-20 (Bray,
2003).

Ligazén quimica: es una opcion para la sintesis de péptidos de gran tamafio y
proteinas. Se basa en la unién quimica de fragmentos peptidicos cortos no protegidos,
los que son mas faciles de manipular dada su mayor solubilidad en los solventes
empleados en la sintesis. Estos fragmentos peptidicos son funcionalizados con grupos
que reaccionan de manera quimioselectiva con un solo grupo en el péptido aceptor,
preservando asi la integridad de las cadenas laterales no protegidas. Muchos péptidos y

proteinas de interés biotecnoldgico han sido sintetizados mediante esta estrategia
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usando diferentes tipos de ligandos para la formacion de los enlaces peptidicos, que
involucran tioéster, oxima, disulfuro y tiazolidina. El principal problema radica en la
incorporacion en la secuencia peptidica de enlaces no peptidicos. Sin embargo, hay
muchos ejemplos de este tipo de estructuras no naturales que mantienen la

funcionalidad del péptido analogo al natural (Guzman, 2013).

La sintesis quimica a gran escala se ha convertido en una tecnologia viable para
la produccion de péptidos pequefios y medianos, que comprenden la mayoria de las
moléculas farmacéuticamente relevantes y que van desde aproximadamente 5 a 50
residuos; siendo a menudo una mejor opcidn tecnolégica que los métodos
biotecnolégicos de DNA recombinante o biocatélisis (Vlieghe y col., 2010).

Segun la bibliografia, mas de 500 péptidos de interés farmacéutico en desarrollo
preclinico y 140 péptidos en ensayos clinicos (que contienen menos de 50 aminoacidos)
han sido aprobados por la FDA (Fosgerau y col., 2015). En contraste, solo existen dos
péptidos aprobados para uso alimentario como antimicrobianos: nisina y lisozima; y

ninguno como antihipertensivo (FDA, 2016).

Sintesis enzimatica de péptidos

Las normas de seguridad de los procesos y productos son cada vez mayores y la
demanda creciente de péptidos biol6gicamente activos de interés farmacoldgico y
alimenticio han incitado una busqueda intensiva de alternativas biotecnoldgicas a la
sintesis quimica de péptidos (Das y col., 2012; Poyarkova y col., 2012; Rao y col.,
2012).

El uso de enzimas con propdsitos tecnologicos presupone transformar estos
catalizadores fisioldgicos en catalizadores de procesos, capaces de convertir materias
primas en productos con valor agregado (lllanes y col., 2009a).

El mercado mundial de enzimas con aplicacion industrial aumento
significativamente en los ultimos afios, e incluye enzimas utilizadas en aplicaciones
industriales (alimentos y bebidas, productos de limpieza, produccién de
biocombustibles, piensos) y con aplicaciones especiales (investigacion y biotecnologia,
diagnostico y biocatalizadores) (Freedonia Group, 2016).

Las proteasas y las lipasas representan mas del 50% de las enzimas utilizadas a
nivel industrial (Feijossiota y Videla, 2011).

En la industria farmacéutica, alimentaria, textil, de los detergentes y de los
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cueros las proteasas son utilizadas en diferentes etapas de la produccién. La mayor parte
de éstas provienen de fuentes microbianas, pero varias proteasas vegetales (papaina,
bromelina y ficina) siguen siendo preferidas en un gran nimero de procesos.

La sintesis enzimatica de péptidos es una tecnologia menos madura que la
sintesis quimica y a diferencia de ésta, no hay protocolos generales de sintesis
enzimética disponibles, siendo cada situacion un caso particular que tiene que ser
estudiado y optimizado extensivamente para ser tecnologicamente competitivo. El
elevado nimero de variables criticas en un proceso enzimatico hace su optimizacion
engorrosa. Sin embargo, muchas de las limitaciones de la sintesis quimica se pueden
superar por la sintesis enzimatica. Por tal razon, en nuestro trabajo se propone utilizar
ambas metodologias en forma sinérgica, potenciando las ventajas de cada una de ellas
(Barberis y col., 2008).

La alta especificidad y reactividad bajo condiciones suaves de operacion, que es
caracteristica de los procesos enzimaticos, pueden tener un fuerte impacto en la
economia del proceso y menores consecuencias para el medio ambiente. Es por ello que
los procesos enzimaticos se pueden considerar como una tecnologia limpia, mas de
acuerdo con el concepto de crecimiento sostenible, arrojando menores indices de

toxicidad de los desechos producidos (Illanes y col., 2009b).

Comparacion entre las tecnologias de sintesis quimica y enzimatica de péptidos

La Tabla 1 resume las ventajas y desventajas de la sintesis quimica y enzimética.

En comparacién con la sintesis quimica, la ventaja mas importante de la
biocatalisis es la especificidad de la reaccién, lo que evita la necesidad de proteger las
cadenas laterales de los aminoacidos. Ademas, las reacciones enzimaticas generalmente
ocurren bajo condiciones suaves y con alta selectividad, permitiendo la conversion en
producto sin racemizacion, que es una limitacion de la sintesis quimica de péptidos. Por
otra parte, desde el punto de vista ambiental, la sintesis enzimatica causa menos
contaminacion y estd mas de acuerdo con el concepto de quimica verde (Schroder y
col., 2013; Baker y col., 2013).

Pequefios peptidos sintetizados enzimaticamente se utilizan en nutricion humana 'y
animal, como productos farmacéuticos y agroquimicos. Algunos ejemplos relevantes

son la sintesis del edulcorante no calérico aspartamo, el péptido dulce de lisina,
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quiotorfina, angiotensina, encefalina, dinorfina y la hemisintesis de insulina humana
(Guzmén y col., 2007).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la sintesis quimica y enzimatica de péptidos.

Sintesis de péptidos de tamafio
mediano  (menores a 50
aminoacidos).

Proceso rapido.

Facilmente automatizable.

Sintesis de péptidos cortos
(hasta 10 aminocidos).
Ausencia de racemizacion del
C-terminal.

Apoya la quimica verde.

Bajo costo.

Alta quimio, regio y estéreo-

selectividad.

Racemizacion del C-terminal.
El producto se purifica al final
de varias etapas.

Gran consumo de solventes
organicos, reactivos de
acoplamiento y activadores
toxicos.

Alto costo.

Bajo rendimiento y
productividad.

Cada proceso de sintesis se debe
estudiar en forma particular. No
existen protocolos generales de
sintesis.

Dificilmente automatizable.

La sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) es el método més comunmente
utilizado para péptidos de tamafio mediano y grande (10-50 residuos de aminoéacidos).
La SPPS requiere ademas de una proteccidon completa de las cadenas laterales
funcionalizadas, también reactivos de acoplamiento costoso y no favorable para el
medio ambiente en al menos cantidades estequiométricas. Ademas, el requisito de
resinas funcionalizadas y el uso de reactivos en exceso hace que SPPS sea un método
costoso. La sintesis quimica de péptidos en solucién se usa con mayor frecuencia para
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péptidos pequefios que contienen 2 al0 residuos de aminoacidos, pero la racemizacion
C-terminal incontrolada durante el ensamblaje del fragmento es su principal desventaja.

Para péptidos mas grandes, es mas conveniente y econdémico utilizar
condensacion quimica de segmentos peptidicos méas pequefios (Kaiser y col., 1989).
Estos Ultimos pueden ser sintetizados por SPPS con alto rendimiento y pureza, y luego
condensados para formar el producto deseado. Segln esta estrategia, los productos
finales son generalmente mas faciles de purificar y el rendimiento total es més alto.
Desafortunadamente, la condensacion de fragmentos quimicos no siempre es factible
debido a la racemizacion del residuo aminoacidico C-terminal del segmento N-terminal,
asi como a la baja solubilidad de los péptidos totalmente protegidos (Hale, 2003). Las
técnicas de ligazon quimica sin racemizacion para péptidos no protegidos son
conocidas, tales como la ligacion quimica nativa y la ligacion KAHA (a-cetoécido-
hidroxilamina). Sin embargo, ambos métodos son dependientes de la secuencia
(Dawson y col., 1994; Bode y col., 2006).

Las estrategias para la sintesis enzimética se encuentran aln en etapa de desarrollo
y no existen protocolos para su validacion y ampliacion, por lo que cada producto
particular debe desarrollarse como un estudio de caso en el que se debe optimizar un
alto numero de variables en términos de funciones objetivas basadas en costos, lo cual
no es una tarea facil. La productividad de la sintesis enzimética no es comparable a la de
la sintesis quimica y, en general, los costos de los biocatalizadores siguen siendo
elevados (Fité y col., 2002). Sin embargo, el potencial de los procesos enzimaticos para
la sintesis de péptidos es evidente y es la fuerza propulsora que impulsa a resolver las
restricciones actuales mediante intensa investigacion y desarrollo en diferentes aspectos
de la biocatélisis.

La combinacion de la sintesis quimica y enzimatica es probablemente el camino a
seguir, ya que las buenas propiedades de cada tecnologia se pueden usar sinérgicamente
en el contexto de un objetivo de proceso. El creciente impacto y la adopcion de la
biocatalisis en las industrias farmacéutica y de quimica fina allanaran el camino para
este fructifero encuentro (lllanes, 2016).

La sintesis quimo-enzimatica de péptidos permite elongar o condensar fragmentos
peptidicos obtenidos por sintesis de péptidos en solucién o en fase solida (SPPS)
(Kousuke y Numata, 2017; Bordusa, 2002). Dicha combinacion puede resultar en la
simplificacion de los protocolos de sintesis, facilitando el escalamiento y mejorando la

economia del proceso, al mismo tiempo que favorece la sustentabilidad ambiental.
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La aplicacion de enzimas como reactivos de acoplamiento es una alternativa
prometedora ya que evita la proteccion total de la cadena lateral de los aminoécidos y la
racemizacion C-terminal durante el ensamblaje del fragmento, favoreciendo Ila
caracterizacion y purificacion del péptido final (Nuijens y col., 2011; Nuijens y col.,
2012).

Un aspecto importante a considerar tanto para las reacciones enziméaticas como
quimo-enzimaticas es la especificidad de las proteasas a utilizar como biocatalizador.
Dicha especificidad es determinada por la triada catalitica del sitio activo de la enzimay
por los subsitios que rodean a la triada catalitica, que juegan un papel importante en el
reconocimiento de los sustratos (Berger y Schechter, 1970). Solo los sustratos con
configuraciones moleculares adecuadas pueden ocupar los subsitios y posteriormente
experimentar la reaccion catalitica (Kousuke y Numata, 2017).

Asi, tripsina (proteasa serinica) escinde selectivamente los enlaces amida de los
aminoacidos bésicos, como lisina y arginina; mientras que a-quimotripsina (que
también es una proteasa serinica) reconoce eficientemente los aminoacidos aromaticos,
como fenilalanina y tirosina. La proteinasa K, otra proteasa serinica, tiene una alta
afinidad por los aminoacidos hidrofébicos y aromaticos, pero también puede
polimerizar aminoécidos hidrofilicos, como cisteina e histidina. Papaina (una proteasa
cisteinica) tiene una alta afinidad por los aminoacidos hidrofobicos, que incluyen
alanina y leucina, y una especificidad de sustrato relativamente amplia. Lo mismo
ocurre con otras proteasas cisteinicas, como bromelina y clostripaina (Aso y Kodaka,
1992; Aso y col., 1992; Gololobov y col., 1993; Tdugu y col., 1993; Bordusa y col.,
1997; Numata y col., 2010; Viswanathan y col., 2010; Qin y col., 2011; Ageitos y col.,
2013; Ma 'y Numata, 2016).

Las proteasas que tienen alta afinidad por aminoacidos hidrofébicos conducen a la
precipitacion del producto peptidico, evitando la hidrélisis de la cadena.

Ademés de seleccionar la proteasa adecuada es necesario optimizar las
condiciones para la polimerizacién (pH, temperatura, relacion enzima: sustrato, etc.) en
funcién de los aminoacidos involucrados (Wehofsky y col., 2008; Sun y col., 2011;
Tsuchiya y Numata, 2016).

La sintesis quimo-enzimatica de péptidos se considera una tecnologia verde, que
conduce a altos rendimientos, evita el uso de quimicos tdxicos, es facilmente escalable y
econdmica. A pesar de ello, aln es necesario abordar ciertos inconvenientes, como la

dificultad para controlar las secuencias y sintetizar cadenas mas largas.
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PROTEASAS
Clasificacion y mecanismos cataliticos

Las proteasas comprenden un grupo de hidrolasas (EC 3.4, NC-IUBMB)
capaces de actuar sobre las uniones peptidicas. Son enzimas ampliamente estudiadas en
términos de relacion estructura-funcion por su importancia fisiologica (Krowarsch y
col., 2005).

Hay siete familias de proteasas: serinicas, treoninicas, cisteinicas, asparticas,
metaloproteasas, glutdmicas y asparaginicas. Las primeras cinco clases estan presentes
en plantas (Rawlings y col., 2010). En los tres primeros grupos, el nucleodfilo en el
centro catalitico es parte de un aminoacido, mientras que en los segundos dos grupos el
nucleofilo es una molécula de agua activada (Morcelle y col., 2009).

En las proteasas cisteinicas, como antiacanthaina (Bromelia antiacantha Bertol.,
Bromeliadaceae), el nucledfilo es un grupo sulfhidrilo siendo el donador de protones un
residuo de histidina (Figura 2).

Las proteasas son activas en condiciones suaves, con pH 6ptimo de 6 a 8, son
robustas y estables, no requieren cofactores estequiométricos y también son altamente
estéreo y regioselectivas. Estas propiedades son muy relevantes para usarlas como
catalizadores de procesos (Cheng, 2010; Barberis y col., 2008; Bordusa, 2002).

El potencial de las enzimas hidroliticas para catalizar reacciones reversas de la
hidrolisis, y que conducen a la formacion de la unién peptidica (amindlisis), se conoce
desde hace bastante tiempo. Sin embargo, su potencial tecnolégico como catalizador de
sintesis organicas se desarroll6 en la década de 1980, paralelamente al estallido de la
biocatalisis en medios no convencionales (no acuosos) (Illanes, 2016).

Las proteasas pueden catalizar no solo el clivaje de las uniones peptidicas sino
también la reaccion de formacion de uniones peptidicas en medios de reaccién
adecuados. Tales reacciones no proceden eficientemente en medios acuosos, donde el
potencial hidrolitico de la enzima prevalece, por lo que el medio de reaccion a baja (y
deseablemente controlada) actividad de agua es necesario para la sintesis de péptidos.
Este es el mayor desafio de la sintesis de péptidos, usando proteasas como catalizador
en medios no acuosos (solventes organicos, fluidos supercriticos, mezclas eutécticas,
liquidos i0nicos). Las proteasas, a diferencia de las lipasas, no estan estructuralmente

acondicionadas para actuar en tales ambientes. (Nuijens y col., 2012; Cheng, 2010).
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Figura 2. Representacion del mecanismo catalitico de las proteasas cisteinicas.

Proteasas como catalizadores de la sintesis de péptidos

Las proteasas que se utilizan para la sintesis de péptidos se seleccionan sobre la
base de su especificidad (preferencias) frente a aminoacidos, siendo posible en principio
usar la mayoria de las endo y exoproteasas comercialmente disponibles (Priolo y col.,
2001; Kumar y Bhalla, 2005).

Sin embargo, no todas ellas son capaces de expresar su potencial catalitico en

medios no acuosos, ni mantener una estabilidad operacional adecuada durante las
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reacciones de sintesis (Barberis y col., 2006; Quiroga y col., 2005; Illanes y col.,
2009a).

Como se menciond previamente, los medios de reaccion de la sintesis de
péptidos incluyen solventes organicos (Heck y col., 2009; Lopez Gallego y Schmidt-
Dannert, 2010; Nuijens y col., 2011), fluidos supercriticos (Brunner, 2010; Lopinet
Serani y col., 2010; Aymonier y col., 2011), mezclas eutécticas (Zhang y col., 2012;
Khandelwal y col., 2016), estado solido (Halling y col., 1995) y liquidos i6nicos
(Franco-Vega y col., 2014; Hayes y col., 2015; Sprenger y col., 2015; Cao y Matsuma,
2016).

Sin embargo, en todos los casos es necesario llevar a cabo un cuidadoso disefio
de los medios de reaccion para propiciar las condiciones mas promisorias para la
sintesis peptidica de interés (Barberis y col., 2006).

Estos sistemas ofrecen ventajas potenciales como la posibilidad de utilizar
sustratos poco solubles en agua; la modificacion del equilibrio de la reaccion como
consecuencia de la alteracion de los coeficientes de particion de sustratos y productos
(en el caso de los sistemas bifésicos); la reduccién de la inhibicién de sustratos y
productos; la facilidad de recuperar el biocatalizador y el producto; el aumento de la
termoestabilidad del biocatalizador y, en algunos casos, la variacion en la especificidad
de los sustratos y el aumento en la estéreo y enantioselectividad en la resolucién de

mezclas racémicas (Klibanov, 2001; Illanes y col., 2009b).

Medios no convencionales para la sintesis enzimatica de péptidos

La ingenieria de medios esta relacionada con la manipulacion racional de los
medios de reaccion para encontrar las mejores condiciones para la sintesis de péptidos
(Ianes y col.,, 2012). Con frecuencia, el agua se reemplaza por medios no
convencionales, tales como: solventes organicos, liquidos idnicos, fluidos supercriticos,

mezclas eutécticas profundas y soluciones acuosas.

Solventes organicos

Los solventes organicos, que contienen una cantidad controlada de agua, pueden
aumentar la solubilidad de los sustratos, especialmente de los aminoacidos hidrofobicos;

reducir la hidrélisis de los productos, mejorar la recuperacion de los productos /
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biocatalizador e incrementar la estabilidad térmica del biocatalizador (lllanes y col.,
2009a).

Hay dos tipos de sistemas biocataliticos que usan solventes organicos: sistemas
homogéneos, formados por una mezcla de agua y un solvente organico miscible, y
sistemas heterogéneos en los que una segunda fase estd formada por un solvente
orgénico inmiscible con agua (Barberis y col., 2008) ) Los sistemas heterogéneos
pueden ser macro-heterogéneos, si son evidentes dos fases liquidas inmiscibles, o
micro-heterogéneos si una de las dos fases (generalmente la fase acuosa que rodea a la
enzima) no es visible a simple vista. Ambos, sistemas homogéneos y heterogéneos,
pueden llevarse a cabo con la enzima libre o insolubilizada en el medio de reaccion, ya
sea porque la enzima es insoluble en el medio de reaccidn o porque esta inmovilizada en
un soporte sélido (carrier). En este ultimo caso, el sistema siempre sera heterogéneo en
naturaleza (lllanes y col. 2009b).

Los solventes orgénicos miscibles en concentraciones moderadamente altas son
usualmente perjudiciales para la actividad y estabilidad enzimaética, porque tienden a
penetrar en el microambiente acuoso que rodea las moléculas de la enzima, alterando
los patrones de interaccidn de la proteina con los medios y distorsionando su estructura
tridimensional (Quiroga y col., 2007; Toth y col., 2010; Doukyu y Ogino, 2010;
Stepankova y col, 2015). Sin embargo, los polioles y las glimas son excepciones
notables entre los solventes (Castro, 2000, lllanes y Fajardo, 2001).

Otra forma de circunscribir el problema de la inactivacion enzimética es la
inmovilizacion de la enzima. Existen varios ejemplos de proteasas y otras enzimas
inmovilizadas que forman enlaces peptidicos que se han utilizado con éxito para la
sintesis de péptidos en medios acuoso-organicos (Quiroga y col., 2011; Yazawa y
Numata, 2014; Bernal y col., 2017; Bernal y col., 2018).

Los sistemas macro-heterogéneos, o también Ilamados sistemas bifasicos, estan
compuestos de dos liquidos inmiscibles que generalmente son agua y un solvente
organico hidrofobico (Xu y col., 2013). Los sustratos pueden disolverse en la fase
organica o en la fase acuosa, pero independientemente de la particion del sustrato, el
biocatalizador estara siempre en la fase acuosa. El producto peptidico formado en la
fase acuosa puede particionar a la fase organica, lo que es muy deseable para evitar su
hidrolisis y conducir el equilibrio hacia la sintesis (Bordusa, 2002).

Los sistemas bifasicos se han usado ampliamente para la sintesis enzimatica de

péptidos y representan una buena estrategia porque son muy flexibles y pueden
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acomodar las propiedades de los sustratos y productos (Barberis y col., 2002, 2006,
2008; Trusek-Holownia, 2003).

El principal inconveniente de los sistemas bifasicos es la presencia de una
interface que puede producir restricciones difusionales de los sustratos, reduciendo la
velocidad de reaccion. Aunque este efecto se puede mejorar con una agitacion intensa,
ésta puede promover la inactivacion de la enzima en la interface (lllanes y col., 2012).
Sin embargo, este efecto no se ha observado en la sintesis de péptidos llevada a cabo en
nuestro laboratorio utilizando proteasas de plantas autdctonas (Morcelle y col., 2006;
Quirogay col., 2008).

La suspension de enzimas casi anhidras en solventes organicos hidrofobicos se
puede considerar como un sistema micro-heterogéneo, debido a que la fase liquida
parece homogénea a simple vista pero es un sistema microscopicamente heterogéneo, en
el cual la enzima solida se cubre con una capa delgada de agua (fuertemente unida a
ella) dentro del solvente organico hidrofébico que lo rodea. La enzima esta protegida
del solvente organico hidrofébico, que es muy agresivo, por una capa de enzima
desnaturalizada. Este sistema fue considerado como la estrategia mas simple y
prometedora para la sintesis enzimatica de péptidos, ya que explota las mayores
ventajas de trabajar en medios no convencionales, como son: evitar la reaccion
competitiva de hidrolisis de los sustratos, facilitar la recuperacion del biocatalizador,
mantener estable la enzima a muy elevadas temperaturas y, a veces, lograr cambios
favorables en las especificidades de los sustratos (Klibanov, 2001).

El biocatalizador en un sistema micro-heterogéneo es simplemente un
precipitado acetonico o liofilizado de la enzima que se suspende en un medio organico,
en el que permanece completamente insoluble (Vossenberg y col., 2012, 2013). La
inmovilizacion no es necesaria porque la enzima es insoluble en el medio de reaccion,
aungue puede ser apropiada para ofrecer una mayor area superficial al sustrato y
proporcionar una estabilizacion adicional a la enzima (Barberis y col., 2008).

Los mejores resultados en sistemas micro-heterogéneos se obtuvieron con
solventes muy hidrofdbicos (log P> 4, donde P es el coeficiente de particién entre n-
octanol y agua) debido a que los solventes organicos no ingresan a la capa de agua y, en
consecuencia, la enzima queda mas protegida del contacto directo con ellos. Esta
estrategia tiene serias desventajas, tales como la disminucién dramaética de la actividad
enzimatica y la baja solubilidad del sustrato en dichos solventes hidrofébicos (Quiroga

y col., 2005). Sin embargo, al agregar formamida o etilenglicol (solventes miméticos al
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agua) al medio de reaccién o éteres corona a la preparacion de las enzimas liofilizadas,
se han logrado mejores resultados (van Unen y col., 2002; Wang y col., 2016).

Otro sistema que puede considerarse micro-heterogéneo lo constituyen las
micelas reversas, que se forman espontaneamente cuando se agregan pequefias
cantidades de agua al solvente hidrofdbico en presencia de un surfactante bajo agitacion
(Gomez-Puyou y Gémez-Puyou, 1998). Sin embargo, las micelas reversas tienen varios
inconvenientes: son mecanicamente débiles, la optimizacion no se ha estandarizado y la
recuperacion y purificacion de los productos se ve afectada por el surfactante (Bordusa,
2002). Una alternativa a las micelas reversas clasicas son las micelas formadas por agua
en aceite (W/O), con un alto contenido de agua (95%) (Clapés y col., 2001).

Los solventes organicos convencionales, a pesar que presentan ventajas
evidentes como medios de reaccion, son generalmente volatiles, inflamables, explosivos
y peligrosos para la salud y el medio ambiente, pudiendo producir toxicidad aguda y
cronica y carcinogenicidad. Para mejorar los riesgos para la salud humana y el medio
ambiente asociados con el uso de solventes organicos peligrosos, se han dedicado
enormes esfuerzos para desarrollar medios de reaccion verdes alternativos (Barberis y
col., 2018).

Existe un interés creciente en desarrollar nuevos solventes ecolégicos con
propiedades similares o incluso mejores que los solventes organicos. Por lo tanto, los
fluidos supercriticos, liquidos i6nicos y mezclas eutécticas profundas surgieron como
nuevos solventes verdes en el campo de la biocatélisis (Dominguez de Maria y col.,
2012; Knez y col., 2014; Khandelwal y col., 2016).

Liquidos i6nicos

Los liquidos idnicos pueden ser de naturaleza hidrofilica o hidrofobica, y la
principal ventaja que se les atribuye es la facilidad de preparacion y extraccion al final
del proceso (Franco-Vegay col., 2014; Hayes y col., 2015; Sprenger y col., 2015; Cao y
Matsuma, 2016).

Las liquidos idnicos se componen comunmente de un cation organico
(imidazolio, pirrolidinio, piridinio, y otros cationes exoticos) con una variedad de
sustituyentes y un anion inorganico u organico, como haluros, tetrafluoroborato (BF?),
hexafluorofosfato (PF®), bis ( trifluorometano) sulfonimida (NTf %), y aniones mas

grandes que contienen grupos sulfonilol o fluoroalquilo. Los cationes dialquil
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imidazolio con aniones BF* y PF® son los liquidos idnicos mas clasicos utilizados en
biocatalisis, més especificamente sales de 1-alquil-3-metilimidazolio y derivados
(Hallett y Welton, 2011; Sudhakar y col., 2012; Dominguez de Maria y col., 2012;
Caminiti y Gontrani, 2014).

Los liquidos i6nicos se consideran solventes verdes porque no son inflamables,
poseen baja presion de vapor, menor volatilidad que los solventes orgénicos y alta
estabilidad térmica y quimica. Por lo general, son liquidos viscosos con punto de fusién
menor a 100°C, aunque algunos permanecen en dicho estado hasta cerca de 400°C,
debido a sus fuertes interacciones ionicas (Erbeldinger y col., 2010).

Ademas, son solventes versatiles ya que mediante cambios estructurales del
catiéon o del anion, y/o de polaridad de los mismos, se puede mejorar la solvatacion de
los reactivos que son poco solubles en agua y en solventes organicos polares
(Kosmulski y col., 2004; Earle y col., 2006; Ludwig y Kragl, 2007; Sawant y col., 2011,
Chiappe y Rajamani, 2011; Ahrenberg y col., 2014). La solubilidad de los sustratos en
los liquidos idnicos generalmente depende de la capacidad de ellos para formar enlaces
de hidrégeno con los aniones (Novoselov y col., 2007).

Algunas enzimas en liquidos i6nicos han presentado una mayor
enantioselectividad, estabilidad, reciclabilidad y tasas de conversion que en los
solventes organicos (Muhammad y col., 2010, Jaeger y col., 2015). La actividad y la
estabilidad operacional de las enzimas en liquidos i6nicos se puede aumentar ajustando
las propiedades fisicoquimicas de éstos (van Rantwiijk, 2007; Gorkey col., 2010).

En general, las propiedades fisicoquimicas de los liquidos iénicos juegan un
papel importante en la estabilidad, actividad y estructura de diversas enzimas. Se
estudiaron las actividades y estabilidades de lipasa B de Candida antartica (CAL-B) en
forma libre e inmovilizada; y de otras lipasas, proteasas, oxidorreductasas, peroxidasas
y células enteras en liquidos i6nicos anhidros, y se demostrd que no eran
desnaturalizadas o inactivadas (Madeira y col., 2000; Remsing y col., 2008; Hussain y
col., 2008). Segun varios autores, los liquidos i6nicos que contienen aniones BF*, PF®
o NTf 2 permiten expresar altas actividades enzimaticas, enantioselectividad,
reciclabilidad y conversion de sustrato en producto (Braeutigam y col. , 2007; Abe y
col., 2008; Diego vy col., 2009).

Solventes eutécticos
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Los solventes eutécticos profundos son medios de reaccion prometedores
basados en sus bajos puntos de fusion, facil disponibilidad, biodegradabilidad,
reciclabilidad y bajo costo. Por lo general, estan formados por una sal de amonio o de
metal cuaternario y un donador de enlace de hidrogeno, como &cidos, amidas, aminas y
alcoholes (Maugeri y Dominguez, 2012).

Los solventes eutécticos muestran propiedades fisico-quimicas similares a los
liquidos ionicos, pero son solventes mas baratos y mas seguros que estos Ultimos para
las reacciones de biocatalisis. Son en su mayoria liquidos a 100°C, tienen mayor
densidad y viscosidad que el agua a temperatura ambiente, baja conductividad idnica y
alta polaridad, pudiendo formar enlaces puente de hidrégeno. El punto de fusion se
reduce drasticamente después de mezclar los dos componentes, en comparacion con los
que poseen los componentes originales (Khandelwal y col., 2016).

Al igual que los liquidos ionicos, los solventes eutécticos presentan la ventaja de
tener extremadamente baja presion de vapor (baja volatilidad), que es muy atractiva
para usarlos en tecnologias biocataliticas verdes (Abbott y col., 2011; Rub y Konig,
2012; Zhang y col., 2012). Ademas, los solventes eutécticos se pueden preparar a partir
de productos quimicos facilmente accesibles, tienen baja toxicidad y son
biodegradables, especialmente cuando derivan del Cloruro de colina y otros productos
quimicos renovables. Cloruro de colina es una sal organica de uso comun para formular
solventes eutécticos, ya que es biocompatible con la mayoria de donadores de puentes
hidrégeno (urea, glicerol o &cidos carboxilicos) que son baratos y ambientalmente
benignos (Pham y col., 2010; Angell y col., 2012; Smith y col., 2014).

Un proceso enzimatico de importancia industrial es la sintesis del péptido N-Ac-
Phe-Gly-NHz en diferentes solventes eutéticos (Cloruro de colina / Gly, Cloruro de
colina / urea, Cloruro de colina / xilitol), catalizado por a-quimiotripsina (Maugeri y
col., 2013). Ademaés, papaina inmovilizada en un material magnético se utiliz6 con éxito
enla sintesis de N- (benciloxicarbonil) -alanil-glutamina (Z-Ala-GIn) en Cloruro de

colina / urea (1:2) con un rendimiento del 71,5% (Cao y col., 2015).

Fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos son sustancias que se encuentran en condiciones de
presion de vapor y temperatura superiores a su punto critico, y se comportan como un

hibrido entre un liquido y un gas; es decir, pueden difundir como un gas (por su
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viscosidad y difusividad) y disolver sustancias como un liquido (por su densidad y
capacidad de solvatacion). Se caracterizan por el amplio rango de densidades que
pueden adoptar, puesto que por encima de las condiciones criticas, pequefios cambios en
la presion y la temperatura produce grandes cambios en la densidad. La combinacion
especial de dichas propiedades los convierte en solventes excelentes para diversas
aplicaciones (Brunner, 2010).

Los procesos que involucran a los fluidos supercriticos son sustentables,
amigables con el medio ambiente y tienen bajo costo. Su principal ventaja radica en la
posibilidad de separar y secar el producto mediante una simple expansion, mientras que
el gas se puede recuperar, reciclar y reutilizar sin pasos de purificacion. Los beneficios
ambientales del uso de fluidos supercriticos en los procesos industriales y el bajo
consumo de energia durante los procesos de sintesis son las ventajas que los hace
competitivos frente a los solventes orgédnicos convencionales. Es por ello que se los
denomina "los solventes verdes del futuro” (Loppinet Serani y col., 2010; Aymonier y
col., 2011).

Los beneficios para la salud y la seguridad son evidentes en el uso de CO, y
H-O, el fluido supercritico mas importante. No son carcinogénicos, no son toxicos, no
son mutagénicos, no son inflamables y son termodinamicamente estables. Otro
beneficio importante se refiere a la posibilidad de ajustar las propiedades termofisicas
del fluido supercritico, tales como difusividad, viscosidad, densidad y constante
dieléctrica, simplemente variando la presion y/o la temperatura. Ademas, los fluidos
supercriticos tienen excelentes propiedades de transferencia de calor (Knez y col.,
2014). A manera de ejemplo, complejos de a-quimotripsina revestidos con surfactante
catalizaron la sintesis de dipéptidos a partir de N-acetil-Phe-OEt y Gly-NH, en CO-
supercritico a 308,2°K (Mishima y col., 2003).

Soluciones acuosas

Finalmente, también se desarrolld una estrategia para la polimerizacién de
aminoéacidos hidrofobicos en soluciones acuosas. Se investigo la eficiencia catalitica de
papaina y bromelina en la reaccion de polimerizacion del éster metilico de L-
fenilalanina en soluciones acuosas. Se variaron las condiciones de reaccion (pH,
temperatura, tipo de proteasa, tiempo de reaccién) y se encontrd que papaina en buffer

fosfato 0,2M (pH 8), a 40°C y durante 3h de reaccién, condujo a los mejores resultados
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(Yuy col., 2016).

Mecanismos de la sintesis enzimatica de péptidos
La sintesis de péptidos catalizada por proteasas puede proceder por dos

mecanismos: control cinético y control termodinamico (Kumar y Bhalla, 2005).

Sintesis enzimatica de péptidos bajo control termodindmico

La sintesis enzimatica de péptidos controlada termodinamicamente representa la
reaccion inversa de la hidrdlisis del enlace peptidico, siendo catalizada por proteasas,
seguin se muestra en el esquema (Jakubke y col., 1985):

- + . Kion Kcon
R'COO + H3NR' =—— RCOyH + HoNR"

R'CO-NHR" + H»0

Donde Kion es la constante de equilibrio de ionizacién y Kcon es la constante de

equilibrio de conversion.

Las proteasas, como cualquier catalizador, no alteran el equilibrio de la reaccion
sino simplemente aumentan la velocidad de la reaccion para alcanzarlo. De acuerdo con
el principio de reversibilidad microscépica, tanto la formacion del enlace peptidico
como la hidrolisis proceden por el mismo mecanismo y a través del mismo
intermediario. La formacion de un intermediario acilo de un &cido carboxilico es una
reaccion muy lenta y representa la etapa limitante de la velocidad en la sintesis bajo
control termodinamico (Sakina y col., 1988).

Las principales ventajas de la sintesis bajo control termodindmico son el uso de un
donador de acilo con el grupo carboxilico libre y la posibilidad de utilizar cualquier tipo
de proteasas, independientemente de su mecanismo catalitico. Sus principales
desventajas son las bajas velocidades de reaccion y de rendimiento en producto
(determinado por la constante de equilibrio de la reacciédn), la alta cantidad de enzima
(biocatalizador) que suele ser requerida y la necesidad de encontrar las condiciones
precisas de reaccion para desplazar el equilibrio hacia la sintesis (Bordusa, 2002; Chen
y col., 2010; Nuijens y col., 2012). Esto en la practica puede producir severos
compromisos con la actividad y la estabilidad de la enzima.

Del esquema anterior, es evidente que el equilibrio se desplazara hacia la
hidrolisis en un medio acuoso. El desplazamiento del equilibrio hacia la formacion del

enlace peptidico se puede lograr mediante la manipulacion del equilibrio de ionizacién
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(es decir, por variacion del pH) y del equilibrio de la reaccién (es decir, por
precipitacion del producto o por modificacion de la composicion del medio) (Jakubke y
col., 1985).

La adicion de solventes organicos miscibles a medios acuosos, y el uso de
sistemas macro-heterogéneos (bifésicos liquido-liquido, acuoso-organico) son buenas
estrategias para desplazar el equilibrio hacia la sintesis. La presencia de solventes
organicos reducira la actividad de agua en el medio de reaccién, lo que favorecera el
equilibrio, y también reducira la constante dieléctrica del medio y la acidez del grupo
carboxilico del donador de acilo y asi, se aumentara la constante de equilibrio Kion para
promover la reaccion de sintesis. El uso de solventes orgénicos miscibles es una
estrategia bastante simple, pero las altas concentraciones de los mismos son
generalmente perjudiciales para la actividad enzimatica (Illanes y col., 2009a,b;
Barberis y col., 2008).

En sistemas bifésicos, la particion de los productos peptidicos de la fase acuosa
(que contiene la enzima) a la fase organica desplaza el equilibrio hacia la sintesis, con el
beneficio adicional de que el producto ya no se encuentra sometido a la hidrolisis. Sin
embargo, las velocidades de reaccion en los sistemas bifésicos son bajas debido a la
limitacion por difusion del sustrato a través de la interfase. Ademas, las proteasas
tienden a desnaturalizarse en la interfase agua-solvente organico (Halling, 1994).

El uso de solventes organicos hidrofébicos con muy bajo contenido de agua
puede, en principio, ser eficaz para la sintesis de péptidos porque reduce la reaccion
reversa de hidrolisis del producto peptidico formado. Sin embargo, las proteasas en
dichos medios organicos netos suelen mostrar muy baja actividad y estabilidad,
mientras los sustratos y productos suelen ser poco solubles en este tipo de medios de
reaccion. Sustituir el agua esencial para la biocatalisis por otro solvente organico capaz
de formar enlaces puente de hidrogeno es una alternativa que puede aumentar la
solubilidad de los reactantes y de la enzima (Quiroga y col., 2006).

En resumen, cada proceso de sintesis de péptidos bajo control termodinamico
requiere de un estudio particular para determinar cual es el mejor medio de reaccion:
sistemas miscibles (agua — solvente organico miscible), sistemas biféasicos (agua —
solvente organico inmiscible), sistemas continuos (solvente hidrofébico con baja
actividad de agua), miscelas reversas (agua — solvente organico inmiscible —
surfactante). Sin embargo, es esencial considerar también las caracteristicas de la

reaccion, las propiedades fisico-quimicas de los sustratos y productos, asi como también
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la robustez (estabilidad y actividad) y las preferencias del biocatalizador en dichos

sistemas.

Sintesis enzimatica de péptidos bajo control cinético

La sintesis de péptidos cinéticamente controlada, utilizando proteasas, se puede
representar mediante el siguiente esquema (Kenjiro y Keiji, 2014):

Acil donor
o HX
N "L,l
-
Proteasa
Ry Ry
x: ester activado Complejo proteasa-acil donor Producto de hidrélisis

Q
mucleofilo

Ry
o}
N
:’-{ N '1,{ + proteasa
H
o]
Ry

Producto peptidico

Figura 3. Representacion del mecanismo de sintesis de péptidos cinéticamente

controlada, utilizando proteasas.

Como se muestra en la Figura 3, el donador de acilo, que necesita ser activado en
forma de un éster, una amida o un nitrilo, primero se une a la enzima para formar un
complejo tetraédrico enzima-sustrato que colapsa para formar el intermediario covalente
acil-enzima. Este intermediario puede sufrir ataque nucleofilico por el agua y por el
nucleofilo, que puede ser una amina, un alcohol o un tiol que competira con el agua por
la reaccion de desacilacion. El éxito de la reaccion de sintesis dependera de la cinética
de estas reacciones nucleofilicas, es por eso que esta estrategia se denomina "control
cinético".

En oposicion a la sintesis de péptidos bajo control termodinamico, solo las

proteasas serinica o cisteinicas pueden ser utilizadas para realizar la sintesis de péptidos
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bajo control cinético, porque en este caso la enzima actla como una transferasa y
cataliza la transferencia de un grupo acilo desde el donador de acilo al amino&cido
nucledfilo a través de la formacion de un intermediario acil-enzima. Generalmente, la
sintesis de péptidos bajo control cinético procede mas rapido y requiere menor relacion
enzima: sustrato que la sintesis de péptidos bajo control termodindmico porque el
donador de acilo se encuentra en la forma de un acido carboxilico activado (Bordusa,
2002).

Papaina, termolisina, tripsina y a-quimotripsina fueron las enzimas mas
utilizadas en la sintesis de péptidos bajo control cinético (Bjorup y col., 1998; Fité y
col., 2002; Miyazawa y col., 2014). Es deseable que el producto peptidico sea retirado
del medio de reaccidn para evitar la hidrélisis secundaria no deseada. El rendimiento en
producto del péptido dependera de la relacién entre las constantes de velocidad aparente
transferasa a hidrolasa (KT/KH app) y la velocidad a la que se hidroliza el producto
peptidico. Las proteasas utilizadas en la sintesis bajo control cinético tienen valores de
(KT/KH) app en el rango de 102 a 104 (Kasche, 1996).

Generalmente, los sistemas bifasicos no son adecuados para llevar a cabo la
sintesis bajo control cinético ya que en este caso, los ésteres neutros comdnmente
utilizados como donadores de acilo particionan con dificultad en la fase acuosa y por lo
tanto la concentracion en esa fase, donde se produce la reaccion enzimatica, es baja. Sin
embargo, la sintesis de N-a-CBZ-Ala-Phe.OMe (un dipéptido saborizante para la
industria alimenticia) se llevé a cabo con éxito en un sistema bifasico compuesto por
buffer Tris-HCI (pH 8,5) y acetato de etilo (50% (v/v)), utilizando un extracto
proteolitico crudo obtenido a partir del latex de Araujia hortorum Fourn. En este caso,
el favorable coeficiente de particién del producto de la fase acuosa a la fase organica
facilitdé su recuperacion y aumenté el rendimiento de la reaccion. Ademas, el
biocatalizador exhibié una alta especificidad y selectividad para la sintesis del dipéptido
deseado sin polimerizacion significativa. Cuando la misma reaccion se llevo a cabo
utilizando papaina como biocatalizador, se obtuvo un derivado polimérico de Phe como
producto de reaccion (Quiroga y col., 2008).

La disminucién de la actividad de agua mediante el uso de un solvente organico
favorece la sintesis de péptidos bajo control cinético (al igual que la sintesis bajo control
termodinamico), mediante la reduccion de la hidrélisis del intermediario acil-enzima y
del producto final, aunque nuevamente, el medio de reaccion puede ser perjudicial para

la enzima (Barberis y col., 2002).
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Temperatura, pH, relacion de concentracién enzima: sustrato, son algunos
parametros que afectaran la sintesis de péptidos bajo control cinético. Un aumento en la
concentracion del nucleofilo supone un aumento en la velocidad del ataque nucleofilico
al intermediario acil-enzima (Jakubke y col., 1985) y un aumento del pH también sera
beneficioso ya que aumentard el pK del nucleofilo, cuya Gnica forma reactiva es la
especie neutra (Barberis y col., 2002; Bordusa, 2002).

A diferencia de la sintesis de péptidos bajo control termodinamico, la propia
enzima determinara la eficiencia en la sintesis de péptidos bajo control cinético. De
acuerdo con la nomenclatura de Schechter y Berger, los donadores de acilo deben ser
reconocidos en el subsitio S de la enzima, mientras los nucledfilos se reconocen en la
region S' (Figura 4). La velocidad de la reaccion esta determinada principalmente por la
especificidad de la enzima hacia el donador de acilo, y la union especifica del nucleéfilo
al subsitio S' de la proteasa es critica para garantizar altos rendimientos (Schechter and
Berger, 1967).

Protease Acyl-enzyme intermediale Acyl-enzyme intermediale Prolease
| _’

Calaiytic site

HA ¢ HN '
\\O /\ Y : Nucleophile
HO-R (X: ~OR, -NH, or peplide) m
HA CO-0R " cox

Acyl donor
{Aming acid or peptide Product peptide
with C-lerminal activating esler)

Figura 4. Sintesis de péptidos catalizada por proteasas de acuerdo a la nomenclatura de

Schechter and Berger (Schechter y Berger, 1967).

Dado que tanto la especificidad por el donador de acilo como la union del
nucledfilo al subsitio S” son parametros individuales de cada enzima, la eficiencia de la
sintesis bajo control cinetico y el potencial como biocatalizador para la sintesis de
péptidos diferencian mucho una proteasa de otra.

A pesar de la gran potencialidad de las proteasas, como biocatalizadores de
diversos procesos de hidrolisis y sintesis de péptidos, existen muy pocos antecedentes
del uso de fitoproteasas como catalizadores de la sintesis de péptidos bioactivos, y los
existentes estan limitados a los reportados por nuestro grupo de investigacion (UNSL)
(Illanes y Barberis, 1994; Barberis y col., 2002, 2008; Quiroga y col., 2005, 2008, 2011;
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Barcia y col., 2009; Morcelle y col., 2006, 2009).

En la bibliografia, no hay antecedentes del uso de fitoproteasas provenientes de

los frutos de Bromelia antiacantha Bertol. (Bromeliaceae) como biocatalizador.

En virtud de los antecedentes previos, se plantean los siguientes objetivos

generales y especificos:

OBJETIVO GENERAL

Aplicar proteasas pre-purificadas de los frutos de Bromelia antiacantha Bertol.

(Bromeliaceae), una planta superior que crece en Argentina, en forma soluble,

suspendida o inmovilizada, y en sistemas acuoso-organicos, como un nuevo catalizador

de la sintesis total o parcial de péptidos bioactivos con potencial actividad

antihipertensiva y antimicrobiana; de interés como conservantes alimentarios y

nutraceuticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Obtener los extractos crudo y pre-purificado de los frutos de Bromelia antiacantha

Bertol. (Bromeliaceae).

Caracterizar los extractos proteoliticos pre-purificados de los frutos de Bromelia

antiacantha en solucién acuosa y en sistemas acuoso-organicos.

Determinar la actividad proteolitica y la estabilidad operacional del extracto pre-

purificado de antiacanthaina en solucion acuosa.

Determinar la actividad proteolitica y la estabilidad operacional del extracto pre-
purificado de antiacanthaina en sistemas homogéneos o miscibles (solvente
organico miscible y agua), macro-heterogéneos o bifasicos (solvente organico
hidrofobico y agua) y micro-heterogéneos (solvente organico con actividad de agua

muy baja y constante en la enzima).

Determinar las preferencias del extracto pre-purificado de antiacanthaina en los

sistemas descriptos previamente, utilizando derivados aminoacidicos sintéticos.

Estudiar el efecto de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de

antiacanthaina A, en los sistemas descriptos previamente, por FTIR.

A partir de los objetivos especificos anteriores, seleccionar los medios de reaccion,
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

los sustratos y las condiciones operacionales para llevar a cabo las reacciones de
sintesis enzimatica de péptidos bioactivos, con potencial actividad antihipertensiva

y antimicrobiana.

Seleccionar péptidos naturales (modelo) con potencial actividad antihipertensiva y
antimicrobiana de la base de datos BIOPEP, tomando como base las preferencias de

antiacanthaina.

Alternativamente, seleccionar secuencias peptidicas de novo (obtenidas en nuestro
laboratorio a partir de proteinas casearias) y con potencial actividad

antihipertensiva o antimicrobiana.

Sintetizar los patrones de los péptidos naturales y de novo, seleccionados a partir de
la base de datos BIOPEP y de nuestro laboratorio, por sintesis quimica en fase
solida (SPPS).

Sintetizar péptidos andlogos a los naturales (0 sus precursores) con potencial
actividad antihipertensiva o antimicrobiana en sistemas homogéneos, macro-
heterogéneos y continuos con muy baja actividad de agua (Xa: 1 x 107°), utilizando

antiacanthaina libre como catalizador.

Inmovilizar antiacanthaina por union covalente multipuntual en silica — glioxil,
para utilizarla como catalizador de las sintesis peptidicas de interés, y evaluar el

rendimiento en actividad del biocatalizador obtenido.

Sintetizar péptidos con potencial actividad antihipertensiva o antimicrobiana en
sistemas continuos con muy baja actividad de agua (Xa: 1 x 10?), utilizando

antiacanthaina inmovilizada en silica — glioxil.

Disefar péptidos hibridos con la expectativa de ampliar el espectro inhibitorio o la

efectividad de los analogos naturales previamente seleccionados en base de datos.
Sintetizar los péptidos hibridos disefiados por via quimo-enzimatica.

Analizar los componentes de las reacciones de sintesis enzimaticas (sustratos,
productos y subproductos) por RP-HPLC, utilizando los patrones peptidicos

obtenidos por sintesis quimica como estandar externo.

Separar y purificar los péptidos obtenidos por sintesis quimica y por sintesis
enzimatica en los diferentes sistemas y dilucidar las estructuras de dichos péptidos
por HPLC-MS o UPLC-MS.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Determinar el grado de conversion del sustrato limitante y los rendimientos en
producto de las reacciones de sintesis enzimatica, y comparar los resultados
obtenidos utilizando antiacanthaina libre e inmovilizada en los diferentes sistemas

de reaccion estudiados.

Maximizar el rendimiento en producto en los sistemas de reaccion enzimatica mas

promisorios.

Determinar las actividades antimicrobianas y antihipertensivas in vitro de los
productos peptidicos obtenidos y compararlas con las informadas en la bibliografia

para los péptidos naturales (tomados como modelo en este estudio).

Determinar otras actividades biol6gicas de los péptidos obtenidos por sintesis

quimica y/o enzimatica.
Determinar la estabilidad de los péptidos sintetizados en plasma humano.

Evaluar la actividad citotoxica in vitro de los péptidos obtenidos por sintesis
quimica y enzimatica, utilizando lineas celulares 293FT.

Proyectar los resultados obtenidos en un proceso de mayor escala.
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CAPITULO 2

METODOLOGIASs

Preparacién y caracterizacién de los extractos enzimaticos de
Bromelia antiacantha Bertol.
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Material vegetal

Bromelia antiacantha Bertol. es una planta terrestre que llega a medir hasta 2 metros
de altura, presenta tallos cortos, sus hojas son largas y posee espinas en forma de
rosetas. Las flores emergen del centro de las hojas y presentan un tono rojizo en su parte
interna. Los frutos son de color amarillo-anaranjado y poseen forma de pequefias
bananas. Las plantas crecen en regiones de suelo humedo y arenoso de Ameérica del Sur,
principalmente en el sur de Brasil, en Uruguay (departamento de Rocha) y en el norte de

Argentina (Misiones y Chaco) (Vallés y col., 2007).

Figura 5: Hoja, flores y frutos de Bromelia antiacantha Bertol.

Preparacion del extracto crudo de Bromelia antiacantha Bertol.

El extracto crudo se obtuvo por trituracion y homogenizacion de los frutos maduros
congelados (50g) mezclados con buffer fosfato de sodio 0,1M (pH 6), EDTA5 mM y
cisteina 5 mM, con la finalidad de evitar la actividad fenoloxidasa y la oxidacion,
respectivamente. Este homogenizado se filtrd y el filtrado se centrifugd a 16.000 xg
durante 30 minutos. El sobrenadante se colecto, filtrd y congel6 a -20°C. Todas las

operaciones se llevaron a cabo a 0-4°C (Vallés y col., 2007).

Purificacion preliminar del extracto crudo

La purificacion preliminar del extracto crudo (EC) se realizd mezclando el mismo
con 1 a 5 volimenes de acetona fria (-20°C), con agitacién suave. Luego se lo dejo
reposar por 20 minutos a -20°C. A continuacién, se centrifugd a 16.000 xg por 30
minutos. El precipitado acetonico se disolvid con un volumen de buffer fosfato de sodio
0,1M (pH®6) y se congelo a -20°C. Esto constituye el RAP (precipitado acetonico) el

cual se disuelve en el momento de su uso con igual volumen de buffer Tris-HCI 0,1M
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(pH8). La acetona presente previene las oxidaciones y reacciones irreversibles entre las
enzimas y los compuestos fenolicos presentes en el EC (Vallés y col., 2007; Scopes,
1994).

Determinacion de la actividad proteolitica de antiacanthaina

La actividad proteolitica de antiacanthaina se midié usando N-a benzoil-DL-
arginina p-nitroanilida (BApNA) como sustrato. 0,3 mg/mL de extracto enzimatico se
incubd con 5mg/mL de sustrato en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) conteniendo cisteina 20
mM como activador. Despues de 5 min de reaccion a 37°C, la absorbancia de la p-
nitroanilina liberada se midi6 espectrofotométricamente a £: 410 nm. Una unidad
internacional de actividad enzimaética (Ul) se define como la cantidad de enzima que
libera 1umol de p-nitroanilina/min en las condiciones de ensayo (Quiroga y col., 2011).
La determinacién de la actividad enzimatica especifica de antiacanthaina en los
sistemas acuoso-organico se llevé a cabo de manera similar, pero reemplazando el

buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 8), por los respectivos medios de reaccion estudiados.

Determinacion de las preferencias de antiacanthaina frente a sustratos

aminoacidicos sintéticos

Las preferencias del extracto proteolitico en buffer y en los medios no
convencionales (acuoso—organico) se determinaron segun Priolo y col. (2001). Proteinas

totales se determiné por el método de Bradford (1976).

El estudio de las preferencias de antiacanthaina (medida como actividad
esterolitica) se realizd con 50ul de solucién enzimatica, 100ul de N-o0-CBZ-
Aminoécido- p-nitrofenil éster (disueltos en DMSQO) y 850ul de buffer Tris-HCI 0,1M
(pH 6). Ademas se realizaron dos blancos preparados de igual forma, pero uno sin
sustrato y otro sin enzima. Para el analisis en medios acuosos-organicos, se reemplaz6
el buffer por el medio de reaccion correspondiente. La mezcla fue incubada en bafio de
agua a 40°C durante 5 min y el p-nitrofenol liberado se determind
espectrofotométricamente a £: 405nm.

Los resultados se expresaron en Ucsz/mg de proteina. Una unidad arbitraria de
actividad enzimatica (Ucsz) se definio como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de
p-nitrofenol por minuto, en las condiciones del ensayo. Para determinar los micromoles

de p-nitrofenol producidos durante la reaccion se utiliz una curva de calibracion.
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Determinacion de la estabilidad operacional de antiacanthaina en diferentes

sistemas acuosos — organicos

La seleccion de los solventes organicos a utilizar, se llevo a cabo por medio de un
disefio estadistico que permitié agrupar 70 solventes organicos segin sus parametros
fisicoquimicos semejantes (Barberis y col., 2006) (Tabla 2). Dicho disefio redujo el
numero de experiencias en forma significativa, permitiendo tomar un solvente organico
representativo de cada uno de los 17 grupos obtenidos y ensayarlos en los tres sistemas:
miscibles (formados por buffer y un solvente organico miscible); inmiscibles (formados
por buffer y un solvente organico inmiscible); y continuos (formados por un solvente
organico con un pequefio contenido acuoso imperceptible al ojo humano).

La estabilidad de antiacanthaina en sistemas miscibles, bifasicos y continuos se
ensayd por medio de la incubacion del extracto crudo pre-purificado en la mezcla de
reaccion a 40°C, 200rpm, durante 24h. Se tomaron muestras periédicamente y se
determind la actividad enzimatica proteolitica usando N-o-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BApNA) como sustrato. Se determiné la actividad enzimatica especifica
(Ul/mg de proteina).

En el caso de sistemas miscibles y bifasicos, cada medio estuvo constituido por un
solvente orgéanico y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) en proporciones 30:70, 50.50 y 70:30
(V/v).

Los sistemas continuos estuvieron constituidos por un solvente organico y pequefias
cantidades de agua adicionada (sin obtener un sistema bifasico), de modo tal de lograr el
mismo grado de hidratacion de la enzima, independientemente de la hidrofobicidad o
hidrofilicidad del solvente utilizado.

Determinacion del contenido acuoso de antiacanthaina suspendida en medios

orgénicos casi anhidros

En un tubo de centrifuga previamente tarado, se suspendieron 0,4g de precipitado
acetonico liofilizado y 1 ml de solvente organico con diferente grado de hidratacion, y
se incubaron durante 10 minutos a 40°C. Luego, la suspension se centrifugd a 6000 rpm
durante 5 minutos. La cantidad de agua en el sobrenadante y en el pellet se determind
por el método de Karl-Fisher (Laitinen y Harris, 1975) utilizando un titulador
columbimétrico KF (modelo CA-200, Mitsubishi).
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La cantidad de agua en el pellet corresponde a la suma de la cantidad de agua unida
a la enzima y a la cantidad de agua unida al solvente entrampado en la enzima. A la
cantidad de agua del pellet se le restd la cantidad de agua unida al solvente entrampado,

para calcular la cantidad de agua neta unida a la enzima.

Tabla 2. Disefio estadistico de los solventes organicos en funcién de sus pardmetros

fisico-quimicos.

I II m Yy ! VI
ETILENGLICOL | TRIFLUOROETANOL IODOBENCENO BENCENO* 1.2 DICLOROETANO | TETRACLOROETILENO
FORMAMIDA* HEXAFLUORO-2- BROMOBENCENO | TOLUENO* DICLOROMETANO TETRACLOROMETANO
PROPANOL CLOROBENCENO o-XILENO | TETRACLOROETANO TRICLOROETILENO
ANISOL* m-XILENO TRICLOROETANO
FENETOL p-XILENO 1-BROMOBUTANO
1-BROMOHEPTANO
VI VIO 5.4 X XI XII
DECALIN CICLOHEXANO* DI-n-BUTILETER. | METANOL* ETANOL* 2-PROPANOL
HEXADECANO DECANO DIETILETER. ACIDO 1-PROPANOL 1-BUTANOL*
OCTANO DI- ACETICO 3-METIL BUTANO
HEPTANO ISOPROPOLETER* 1-PENTANOL
ISO-OCTANO 1-HEXANOL
HEXANO* t-BUTANOL
PENTANO 1-HEPTANOL
1-OCTANOL
XIIT XIV XV VI XVII
BENZONITRILO DIMETILSULFOXIDO PROPILEN PROPIONITRILO TETRAHIDROFURANO
NITROBENCENO DIMETILFORMAMIDA* CARBONATO CICLOHEXANO* DIOXANO
ACETOFENONA N-METILPIRROLIDINONA | NITROMETANO PROPANONA ACETATO DE ETILO
PIRIDINA* DIMETILACETAMIDA ACETONITRILO* BUTANONA ACETATO DE BUTILO
ETILRENZOATO NITROETANO ACETATO DE PENTILO
1.2 DIMETOXIETANO

(*) Solventes organicos cuyos parametros fisicoquimicos se diferencian mas con el grupo

anterior o con el siguiente (Barberis y col., 2006).

La cantidad de agua del solvente entrampado, fue calculada en base al peso del
solvente entrampado (diferencia entre el peso del tubo con el pellet y el peso del tubo
con la enzima seca) y a la medida del contenido de agua en el solvente (sobrenadante)
(Zaks y Klibanov, 1988). La cantidad de agua en la enzima y en el solvente fue
expresada como % (p/p) y % (v/v) de agua, respectivamente. La cantidad de agua en la
enzima fue expresada como fraccion relativa de agua (relacion entre la concentracion

molar de agua en la enzima y la concentracion molar del agua pura) y dicho valor fue
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fijado en 1x10°, tomando como base lo informado por Quiroga y col., (2005). A

continuacion se muestra el diagrama del disefio experimental previamente descripto:

0.4g de precipitado acetonico liofilizado + 1ml de solvente

v

Colocar en tubo de centrifuga previamente tarado

V

Incubar a 40°C por 10min

v

Centrifugar a 6000rpm durante 20min

/ \

Pellet Sobrenadante

! |

Determinar el
contenido de agua por
Karl Fischer

Colectar con jeringa y
determinar el contenido
de agua por Karl

Fischer

Fraccion relativa de Concentracion de H-O enla enzima (M)
agua en la enzima (Xa) = ec. (1)
Concentracion de HoO pura libre total (35M)

Efecto de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de antiacanthaina
por FTIR

Antiacanthaina se incub6 durante 24 h, 200 rpm y a temperatura ambiente en: buffer
Tris-HCI 0,1M (pH 8) y en medios acuosos-organicos conteniendo metanol 30% (v/v),
acetonitrilo 70% (v/v), hexano 50% (v/v) y acetato de etilo 50% (v/v). Luego, los
solventes se extrajeron y las muestras se secaron en un equipo Integrated SpeedVac®
System (Savant, Modelo 1SS110) para su posterior analisis en un equipo IR (Shimadzu,
Affinity 1) equipado con los accesorios para ATR. Los espectros se midieron en el
rango comprendido entre 1700 y 1600 cm™ con una resolucion de 4 cm™.
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Aproximadamente 0,5-1,0 mg de proteina se mezclé con 600 mg de bromuro de
potasio y se convirtidé en una fina pastilla utilizando una prensa hidraulica. Estudios
previos, llevados a cabo por medio de espectroscopia FTIR, han demostrado que no hay
ninguna alteracion en el espectro infrarrojo de las proteinas causadas por el KBr
(Prestrelski y col., 1993a, b; van der Wert y col., 2001). El espectro final se obtuvo por
sustraccion de la sefial correspondiente al vapor de agua en la region comprendida entre
1500-1800 cm™ (Dong y Caughey, 1994). Ademas, se llevd a cabo un espectro de
referencia de cada uno de los medios acuoso-organicos analizados, observandose que
ningun medio absorbid en la zona correspondiente a la banda amida I. Las cantidades
relativas de los diferentes componentes de la banda amida | se determinaron por medio
del analisis de la segunda derivada, mediante un software Shimadzu IR Solution.

El analisis de la segunda derivada permite analizar la semejanza entre dos espectros.
Prestrelski y col. (1993a,b) desarrollaron un proceso matematico para calcular el
coeficiente de similitud espectral (similitud, r):

T = —.—En aits
*-..!I Laf Lof ec. (2)

Donde x; e yi son los valores de absorbancia del espectro de la referencia (buffer) y
de la muestra (medio acuoso-organico) respectivamente, a una posicion de frecuencia i
(cm™) en la banda amida I. Dicho indice toma valores entre 0 y 1, donde 1 indica la
maxima similitud espectral (Quiroga y col., 2007; Kendrick y col., 1996; Prestrelski y
col., 1993a,b). Cuando hay grandes cambios conformacionales, las diferencias
espectrales también son grandes por lo que el coeficiente r se hace pequefio.

Inmovilizacién de antiacanthaina

Inmovilizacion covalente multipuntual de antiacanthaina en silica-glioxil (SGx)
Sintesis y caracterizacion del soporte silica-glioxil (SGx)

La sintesis de silica se llevd a cabo a partir de una mezcla de reacciéon con la
siguiente composicion molar: 1 SiO2:  0,30; NaO: 0,24; Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB): 7,2; acetato de etilo: 193 H,O. La reaccion de sintesis
se realizo de la siguiente forma: 1,6 g CTAB (4,4 mM) se disolvio en 60 ml de agua

para obtener una concentracion de CTAB por encima de su concentracion micelar
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critica. Luego, 12,8 ml acetato de etilo se afiadieron a la solucion del surfactante y
finalmente, 4 g de silicato de sodio (18 mM) se dispersé en esta mezcla por agitacion
magnética, se calentd a 80°C durante 48h sin agitacion. El solido obtenido fue calcinado
a 540°C (velocidad de calentamiento: 1,58°C/min) durante 3h.

La silica sintetizada fue modificada quimicamente: 1g de silica (activada bajo vacio
a 200°C) se silil6 en 30 ml de solucién acuosa de 10%(v/v) de glicidil oxipropil
trimetoxisilano (GPTMS) (pH 8,5) y 94°C, durante 6h bajo agitacion suave. La
hidrdlisis de grupos epoxi se realiz6 con H2SO4 (0,1M) durante 2h a 85°C. Después de
la filtracion, el soporte se lavd con la mezcla de agua/acetona (70:30) y se seco; la
oxidacion se realiz6 por contacto del soporte con una solucion NalO4 0,1M durante 2h a
25°C.

La concentracion de grupos glioxilo se cuantificd espectrofotométricamente por

valoracion por retorno con NaHCOz/KI (Bernal y col., 2012).

Inmovilizacion por unién covalente multipuntual

El soporte (0,309g) fue contactado con una solucién de antiacanthaina preparada
en buffer bicarbonato de sodio 0,1M (pH 10). La mezcla se dej6 agitando a 200rpm,
durante 2h a 25°C. Se tom6 1 ml de sobrenadante y se procedié a determinar la
actividad enzimatica. Se realizaron un blanco de inmovilizacién (enzima soluble) y un
blanco de reactivos (no contiene BApNA). Luego, el biocatalizador se redujo utilizando
1mg de borohidruro de sodio por ml de solucion de enzima, durante 15 min a 200rpm.
Finalmente, se lavé el soporte con agua destilada.

El rendimiento de inmovilizacion en términos de actividad (I'Ya) se calcul6 como el
porcentaje del cociente entre la actividad ofrecida (Ao) y la actividad expresada en el

biocatalizador (A), segun:

A

Determinacion de la actividad de la enzima inmovilizada

Se peso 0,07 g de enzima inmovilizada y se ensayo la actividad enzimatica a 37°C y
200rpm, utilizando 1ml de N-a benzoil-DL-arginina p-nitroanilida (BApNA) (5 mg/ml)
como sustrato, 1 ml de tampdn Tris-HCI 0,1 M (pH 8) y 1 ml de cisteina 20 mM como

activador. Después de 5 min de reaccion, la mezcla se centrifugd 1 min a 5000 rpm. Se
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tom6 1 ml de sobrenadante y la absorbancia de p-nitroanilina liberada se midio
espectrofotométricamente a &: 410 nm. Se realiz6 un blanco de reactivos, de la misma
forma pero sin agregado de enzima. Una unidad internacional de actividad enzimatica
(UI) se define como la cantidad de enzima que libera 1umol de p-nitroanilina/min en las

condiciones de ensayo.

A]plicacic’m de fiw]pjroteasas como nuevos catalizadores para la

sintesis de péptidos bioactivos en sistemas acuoso-orgélnicos

Los ensayos se realizaron por triplicado y el andlisis estadistico se efectu6 en cada
caso. Las diferencias se consideraron significativas para valores de p < 0,05.

Seleccion de las condiciones operacionales para las reacciones de sintesis

enzimatica de péptidos bioactivos

Los sustratos (nucleodfilo y acildonor) se seleccionaron tomando como base las
preferencias que demostraron los extractos enzimaticos por los sustratos sintéticos.

Los medios de reaccion se seleccionaron tomando como base las estabilidades
operacionales de las enzimas en los medios acuosos-organicos; siendo los mas
promisorios el medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-
HCI 0,1M (pH 9); y el medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-
HCI 0,2M (pH 9).

Las concentraciones de los reactantes se determinaron en funcién de los pardmetros
cinéticos de la enzima purificada, la solubilidad de los sustratos y el coeficiente de
particion de los sustratos en los diferentes medios acuosos-organicos seleccionados. Se
establecieron las relaciones iniciales entre los mismos y con la enzima.

Las condiciones de operacion del HPLC utilizadas para realizar el calculo de los
coeficientes de particion (P) fueron: Flujo isocratico de 0,8 ml/min. Fase movil
constituida por acetonitrilo—buffer Tris-HCI 0,1M (pH 3). Columna: Hypersil BSD
(Base Silica Deactivated) Cig (250 x 4,6mm), tamafio de particula: 5 um. Detector: UV-
Visible. Longitud de onda (): se determiné a través de un barrido espectral, eligiendo
aquella que condujo a la mayor absortividad para cada uno de los aminoacidos
utilizados.

La temperatura y velocidad de agitacion fueron de 40°C y 200rpm, respectivamente.
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Si bien la temperatura 6ptima de la enzima en solucion acuosa es de 63°C, dicho valor
resulté poco conveniente para algunos medios acuosos-organicos, debido a la
volatilidad (presion de vapor) de algunos solventes organicos. EI pH de la reaccién
resultd del compromiso entre la actividad éptima de la enzima frente al pH (Vallés y

col., 2007) y los valores de pK del aminoéacido utilizado como nucledfilo.

Seleccion de peptidos naturales tomados como modelo para las reacciones de
sintesis, con potencial actividad antihipertensiva y antimicrobiana

La seleccién de los péptidos provenientes de fuentes naturales se realizé a partir
de la base de datos BIOPEP (2012), con el objeto de sintetizar analogos e hibridos
tomando como base las preferencias de antiacanthaina por diferentes sustratos
aminoacidicos sintéticos.

La busqueda se centrd en secuencias cortas, preferentemente di o tripéptidos,
con potencial actividad antimicrobiana y antihipertensiva.

Los péptidos naturales (modelo) seleccionados fueron los siguientes: Tyr-Leu-
OH (YL), Tyr-Val-OH (YV), Tyr-Val-Leu-OH (YVL). Todos ellos fueron sintetizados
por via quimica para ser utilizados como patron en las reacciones de sintesis

enzimaticas de dichos péptidos tomados como modelo en este estudio.

Seleccion de péptidos de novo obtenidos en nuestro laboratorio a partir de fuentes

naturales (proteinas casearias)

Se seleccionaron también otros péptidos obtenidos de novo a partir de
hidrolizados de derivados casearios en el Laboratorio de Bromatologia (UNSL) (Bersi y
col., 2018).

En este caso, las fracciones hidrolizadas que fueron obtenidas siguiendo un
disefio estadistico experimental y que resultaron méas promisorias por su alta actividad
bioldgica (anithipertensiva o antimicrobiana) fueron separadas por electroforesis gel
vertical e identificadas por MS/MS.

Resulté de particular interés el tripéptido Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ), puesto que
dicha secuencia no se encuentra reportada en las bases de datos de péptidos bioactivos,
tales como: PepBank (Shtatland y col., 2007), PeptideDB (Liu y col., 2008), BIOPEP
(Dziuba y col., 1999); ni en las bases de datos de péptidos antimicrobianos APD2,
Antimicrobial Peptide Database (Wang y col., 2017) y CAMP (Thomas y col., 2010).
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Disefio de péptidos hibridos con potencial actividad antihipertensiva

La hipertension es un importante factor de riesgo cardiovascular. El sistema
renina-angiotensina-aldosterona es un importante regulador de la presién sanguinea. La
hipertensidn arterial es un proceso multifactorial, por lo que los péptidos con actividad
antihipertensiva pueden actuar de formas muy diversas, siendo la inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina (ACE) el mecanismo de accion mas estudiado.

La unién de los péptidos a la ACE esta influenciada por la secuencia tripeptidica
C-terminal de los mismos, que puede interaccionar con tres regiones del centro activo
de la ACE (Ondetti y Cushman, 1982). Asi, los amino&cidos de caracter hidrofébico,
como Tyr, Trp, Phe o Pro favorecen la union a estas zonas. El péptido con secuencia C-
terminal Phe-Ala-Pro, analogo al encontrado en el inhibidor presente en el extracto del
veneno de serpiente, es uno de los méas favorables para unirse al centro catalitico. La
carga positiva del grupo guanidino o del grupo e-amino de la Arg o Lys,
respectivamente, contribuyen a la potencia inhibidora (Cheung y col., 1980).

La presencia de aminoacidos dicarboxilicos en la secuencia peptidica o de Pro
como penultimo aminoacido disminuye o anula la actividad inhibitoria de la ACE
(Erdds, 1976; Cushman y col., 1977). El extremo N-terminal también influye en la
actividad, y asi, la presencia de Val o de lle en esta posicion incrementa la actividad
inhibitoria de la ACE.

Se ha demostrado que varios fragmentos de las proteinas del lactosuero
presentan diversas actividades bioldgicas. Especificamente, B-lactorfina, un tetrapéptido
(f (102-105): Tyr-Leu-Leu-Phe-OH) derivado de B-lactoglobulina (B-1g), se comporta
como un agonista del receptor opioide (Teschemacher y col., 1997). Mas recientemente,
se ha informado que B-lactorfina podria mejorar la funcion arterial en ratas hipertensas
espontaneamente (SHR) (Herndndez-Ledesma y Hsieh, 2013).

En virtud de lo anteriormente expuesto, se plantea sintetizar el tripéptido
derivado de pB-lactorfina, (f (102-104): Tyr-Leu-Leu-OH (YLL), por via quimo-
enzimatica y ensayar su actividad antihipertensiva in vitro en forma comparativa a su
precursor sintetizado por via quimica: Tyr-Leu-OH (YL), y al andlogo de éste obtenido
por sintesis enzimatica N-o-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL).
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Sintesis enzimatica de los péptidos bioactivos seleccionados y disefiados, con
potencial actividad antihipertensiva y antimicrobiana, utilizando antiacanthaina

libre.

Se utilizaron los extractos enzimaticos pre-purificados de antiacanthaina en forma
libre, tanto en sistemas macroheterogéneos liquido — liquido (bifasico) como en
sistemas homogéneo (miscible).

Se utilizaron las condiciones operacionales que resultaron mas promisorias para las
sintesis de interés en los medios mas estabilizantes para la enzima, segin lo
previamente descripto.

Se tomaron muestras periddicamente, y se siguid el curso de las reacciones de
sintesis por medio del analisis de los sustratos, productos y subproductos por RP-HPLC.

Se evaluo la presencia de los péptidos modelo y de novo (producidos por sintesis
enzimatica) mediante el método de la adicion del standard interno (patrén), utilizando
como patrones los péptidos modelo y de novo sintetizados previamentemente por via
quimica (Nielsen, 2003; Valcarcel y Gomez, 1994).

Se dilucidaron las estructuras y los pesos moleculares de los péptidos sintetizados
por espectrometria de masas (MS). Se evalu6 el rendimiento en producto y el grado de
conversion del donador de acilo durante el transcurso de cada reaccion de sintesis.

En todos los casos, se condujo paralelamente un blanco con todos los reactante pero
sin la enzima y otro blanco con la enzima sola en el medio de reaccién (para descartar la

posible liberacion de péptidos de las enzimas) (Barberis y col., 2002).

Sintesis enzimatica bajo control cinético

En base a los estudios de preferencias realizados en el medio acetato de etilo 50%
(v/v), se elijo N-a-CBZ-Tyr-pNO (Z-Y-pNO) (17,25mM) como donador de acilo y L-
Leu-OH (7,55mM) como nucledfilo, con el fin de sintetizar el péptido con potencial
actividad antihipertensiva, analogo al natural N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL) (Mullally
y col., 1996).

Ademas, con idéntico criterio se elij6 N-a-CBZ-Tyr-pNO (Z-Y-pNO) (17,25mM)
como donador de acilo y L-Val-OH (7,55mM) como nucleofilo, con el fin de sintetizar
el péptido con potencial actividad antimicrobiana, analogo al natural, N-a-CBZ-Tyr-
Val-OH (Z-YV) (L6pez-Exposito y col., 2006).
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La concentracion de N-o-CBZ-Tyr-pNO se establecié en base a su maxima
solubilidad en el sistema miscible o en la fase organica del sistema bifésico elegido. En
este Ultimo caso, se tuvo en cuenta el coeficiente de particion entre las fases, resultando
en una concentracion equivalente a 10 veces el Km (0,755mM) en la fase acuosa, donde
se encuentra la enzima.

Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo en un sistema bifésico consistente en
50%(v/v) de una fase acuosa (buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9)) que contenia 8,66 Ul/mg
de enzima (antiacanthaina), 2-mercaptoetanol (20 mM) y L-Leu-OH o L-Val-OH
(7,55mM), y una fase orgénica 50%(v/v) de acetato de etilo que contenia N-a-CBZ-Tyr-
pNO (17,25mM). Se utiliz6 2-mercaptoetanol (20mM) como activador y la base
trietilamina (TEA), en concentracion equimolar al nucleo6filo, para mantener
desprotonado el nucletfilo. Alternativamente, se utilizé 30%(v/v) de metanol en buffer
Tris-HCI 0,1 M (pH 9) como sistema miscible, respetando las condiciones descriptas
aunque sin considerar los efectos de particion de los sustratos entre las fases.

La reacciones se llevaron a cabo a 40°C en un agitador orbital de GFL (3031,
Alemania) a 200 rpm. Se tomaron alicuotas periédicamente (0,1ml) de las fases acuosa
y orgénica, durante 24 h, y se mezclaron con 0,1 ml de &cido trifluoroacético (TFA) al
1% (v/v) para finalizar la reacciéon. Simultaneamente, se realizaron tres tipos de control:
la enzima en el medio de reaccion (con el fin de determinar péptidos que podrian
haberse liberado del extracto enzimatico), de cada sustrato individual, y de todos los
reactivos pero sin la enzima.

Los sustratos, productos y subproductos se separaron por RP-HPLC vy las estructuras

de los péptidos se dilucidaron mediante espectrometria de masas (MS).

Sintesis enzimatica bajo control termodinamico

En base a los estudios de preferencias realizados en el medio acetato de etilo 50%
(v/v), se elijo N-a-CBZ-Tyr-OH (Z-Y-OH) (17,25mM) como donador de acilo y L-Leu-
OH (7,55mM) como nucleofilo, con el fin de sintetizar el péptido con potencial
actividad antihipertensiva, analogo al natural Z-Tyr-Leu-OH (Z-YL) (Mullally y col.,
1996).

Ademas, con idéntico criterio se elijo6 N-a-CBZ-Tyr-OH (Z-Y-OH) (17,25mM)
como donador de acilo y L-Val-OH (7,55mM) como nucle6filo, con el fin de sintetizar

el péptido con potencial actividad antimicrobiana, analogo al natural Z-Tyr-Val-OH Z-
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YV) (Lopez-Exposito y col., 2006). Se siguio el mismo procedimiento descripto para la
sintesis bajo control cinético.
A continuacion se muestra el diagrama experimental de sintesis enzimatica de

péptidos en un sistema bifasico:

o
500y buffer Tris-HC1 0.1M (pH 9)

4.25u1 TEA(7.55mM)
Len-0OH 6 Val-OH (7.55mMM)
‘ -
f oy
200ul RAP's
Gul 2-mercaptoetanol
12051 buffer Tris-HC1 0.1M (pHO9)
M ‘ vy
0.03g Z-Y-pNO (17.25mM)
2000p!1 acetato de etilo
s ™
() LewOH ¢ Val-OH
Z-Y-pNO ] 4
N
{ | L J 4—[ 200rpm, 40°C ]
Z-Y-pNO  Leu-OH 6 Val-OH
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v
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-
L Frenar 1a actividad enzimatica
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{

RP-HPLC
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Control analitico de la sintesis de péptidos

RP-HPLC
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La separacion de los péptidos obtenidos por sintesis enzimatica se realizé en un RP-
HPLC (Ultimate 3000 Dionex) con detector UV equipado con una columna Cqg de 4,60
mm x 250 mm (Thermo Scientific, BDS Hypersil Cig). Las condiciones de elusion
isocratica fueron: volumen de inyeccion 20 pl, fase movil formada por acetonitrilo al
50% (v/v) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 3, flujo 0,8 ml/min, detector UV a A: 254 nm,
25°C. Las condiciones de elucion con gradiente fueron: volumen de inyeccion 20 pl,
fase movil formada por agua miliQ 0,05% de TFA y acetonitrilo puro, flujo 1ml/min.
Gradiente 60:40 (A: B) en 7 min, detector UV a A: 254 nm, 25°C.

MS

Se realizé por ionizacidn por electrospray - espectrometria de masas (ESI-MS) en un
equipo LCMS2020 (Shimadzu), cargando 2 pg de cada péptido en las siguientes
condiciones: 4.5 kV, 350 °C, modo ion positivo, 20 min. Los datos resultantes se

analizaron utilizando el software LabSolutions (version 5.42, Shimadzu).
METODO DEL ESTANDAR EXTERNO

Para la identificacion y cuantificacion de los péptidos sintetizados por via
enzimatica, se utilizd el método del estandar externo que consistio en inyectar
volimenes constantes de soluciones de concentraciones conocidas y crecientes del
péptido patron (sintetizado por SPPS) en un RP-HPLC (Ultimate 3000 Dionex) con
detector UV equipado con una columna Cig de 4,60 mm x 250 mm (Thermo Scientific,
BDS Hypersil Cis). Se realiz6 una curva de calibrado del area versus la concentracion
del péptido patrén, que permitié extrapolar el area del péptido sintetizado por via
enzimatica y estimar su concentracién, previa separacion de los componentes de la
mezcla de reaccion (Koltoff y Sandel, 1969; Willard y col., 1981). La curva de
calibracién se repitio periddicamente para verificar la exactitud de la cuantificacion y la
identidad del péptido sintetizado por via enzimatica se evidencio inyectando el patron

(sintetizado por SPPS) junto a los componentes de la mezcla de reaccién enzimatica.
MALDI-TOF

Las muestras se prepararon en una placa micro scout mezclando 1 pl de solucion
peptidica (1 ug/ pl en agua) y 1 pl de la matriz CHCA (10 pg / pl de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en 50% (v/v) acetonitrilo y acido formico al 0,1% (v/v)) y permitiendo

que la mezcla se seque al aire. Luego se midieron las muestras en un Microflex

MALDI-TOF (Bruker Daltonics) mediante deteccion de la reflexion en modo ion
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positivo, calibrado previamente con un estandar externo (700-1800 Da). Los espectros
se registraron utilizando el software flexControl (version 3.0, Bruker Daltonics GmbH).

Sintesis enzimatica de los péptidos bioactivos seleccionados y disefiados, utilizando

antiacanthaina inmovilizada

Se utilizaron los extractos pre-purificados de antiacanthaina inmovilizados en
silica-glioxil en un sistema microheterogéneos (continuo) formado por acetato de etilo
con baja actividad de agua (Fraccion molar de agua en la enzima, Xa: 1 x 10 ).

La seleccion de acetato de etilo se bas6 en considerar que en dicho solvente
organico (50% (v/v)) se obtuvieron resultados promisorios de las sintesis peptidicas de
interés utilizando la enzima libre, en las condiciones operacionales previamente
seleccionadas. Sin embargo, y debido a la alta proporcion de fase acuosa, la reaccion
competitiva de hidrolisis del donador de acilo afectd el rendimiento en producto
peptidico.

Se siguid el curso de las reacciones de sintesis por medio del andlisis de los
sustratos, productos y subproductos por RP-HPLC. Se dilucidaron las estructuras y los
pesos moleculares de los péptidos sintetizados por MS.

Se evaluo el rendimiento en producto y el grado de conversién de donador de acilo
de las reacciones de sintesis, usando las enzimas inmovilizadas.

En todos los casos, se condujo paralelamente un blanco con todos los reactante pero
sin la enzima y otro blanco con la enzima sola en el medio de reaccion (para descartar la

posible liberacion de péptidos de la enzima) (Barberis y col., 2002).

Maximizacion de los rendimientos en producto peptidico

Se estudiaron las relaciones entre donante de acilo/nucledfilo para las sintesis
peptidicas de interés, con el objeto de maximizar los rendimientos en producto.

Se compararon los resultados obtenidos, en términos de rendimiento y grado de
conversion en producto, en las reacciones de sintesis (utilizando las enzimas libres e
inmovilizadas). Se evaluaron los resultados obtenidos para proyectarlos en un proceso

de mayor escala.

Sintesis q[uilnica de péptidos bioactivos

Sintesis quimica de péptidos en fase solida (SPPS)
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Sintesis quimica simultanea de péptidos, utilizando bolsas de polipropileno

0,19 de resina Fmoc-Rink amide AM (sustitucion: 0,59mmol/g; tamafio de particula:
100-200 mesh) se colocd en bolsas de polipropileno. Dicha resina permite obtener
péptidos con grupos amida terminal. Se utilizaron 5 excesos de aminoacidos, 5 excesos
del activador O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetrametiluroniohexafluoro  fosfato
(HBTU) y 1,5 equivalentes de diisopropiletil amida (DIEA).

La resina se desprotegio, eliminando los grupos Fmoc de los grupos funcionales de
la misma, por medio de piperidina (20%) y triton X-100 (1%) en DMF (dos veces
durante 7 min); y lavados en DMF (tres veces durante 1 min); en isopropil alcohol
(IPA) (una vez durante 1min); en azul de bromofenol 1% (dos veces durante 1 min); en
DMF (dos veces durante 1 min) y en DCM (dos veces durante 1min), bajo condiciones
de agitacion a 200rpm en un shaker orbital. Las bolsas se colocaron en diferentes
frascos de plastico en funcién de los aminoacidos a acoplar. Seguidamente, los
aminoacidos se acoplaron uno a uno y se desprotegieron de igual forma que la descripta
anteriormente. HBTU, OxymaPure® y DIEA se usaron como activador, como supresor
de la racemizacion (preserva la quiralidad del C terminal del aminoécido acoplado) y
como base (neutraliza los protones libres), respectivamente. Alternativamente, O-
(Benzotriazol-1-yI)-N,N,N',N'-tetrametiluroniotetrafluoroborato  (TBTU) o N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) se usaron para dobles o triples acoplamientos,
respectivamente. Los restantes aminoacidos se ensamblaron mediante ciclos de
acoplamiento y desproteccion hasta completar la secuencia peptidica deseada. El grupo
No de los aminoacidos acoplados se desprotegid siguiendo el mismo protocolo
mencionado anteriormente. La finalizacion de la reaccion de acoplamiento se verificd
con el test de Kaiser (Sarin y col., 1981).

Finalmente, la desproteccidn de las cadenas laterales de los aminoacidos y el clivaje
del péptido de la resina se realizar6 en funcion de la secuencia de aminoacidos del
péptido, por tratamiento con una solucibn de  acidotrifluoroacético
(TFA)/H2O/triisopropilsilano (92.5:2.5:2.5) (v/v) a temperatura ambiente durante 90
min a 200rpm. El péptido se precipitd con éter etilico enfriado a -70°C. Aquellos
péptidos que no precipitaron, se evaporo el éter y se precipitaron con H.O miliQ. Por
ultimo, los péptidos se purificaron por Sepak Css, se liofilizaron y se analizaron por RP-
HPLC y se confirmd su peso molecular por MALDI-TOF.
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Sintesis quimica de péptidos utilizando reactores

Se utilizaron 0,2 g de resina 2-cloro-tritilo (carga: 1,6 mmol/g, tamafio de particula:
100-200 mesh) como soporte solido para la sintesis de péptidos con grupos carboxilo
terminales. La resina se colocO en reactores (jeringas de plastico con filtro de
polipropileno).

Se afiadieron dos equivalentes del primer aminoacido y cinco equivalentes de DIEA
a una jeringa que contenia la resina. El acoplamiento se realiz6 a temperatura ambiente
y 160 rpm en un agitador reciproco (IKA® Werke KS 501 Digital), durante 2 h. A
continuacidn, se afiadié metanol (0,5 ml/g de resina) a la resina y se separé del reactor
mediante filtracion al vacio después de 5 min (colector de vacio, Vacuubrand ME 1C).
La resina se lavé dos veces con DCM, dos veces con DMF, y dos veces de nuevo con
DCM (durante 1 min en todos los casos). Los solventes organicos (DCM, DMF) se
secaron con perlas de tamiz molecular de 0,5 nm (Merck).

Posteriormente, se pesaron por duplicado 5-10 mg de resina seca acoplada con el
primer aminoacido. Se afiadio 1 ml de piperidina al 20% (v / v) en DMF y se agité a
200 rpm durante 20 min. Después, se tomaron 30 pl de esa solucioén y se llevo a un
volumen final de 3 ml con DMF en una célula de cuarzo. La absorbancia se midié a 300
nm, usando DMF como control. La sustitucion se calcul6é usando la siguiente ecuacion
(Wanka y col., 2007).

(Fd 4)

Sustitucion= ec. (4)

(e* l*m)
Fd: factor de dilucion.
A: absorbancia a 300 nm.
e: coeficiente de extincion dibenzofulveno (7,8 mmol-tcm™).
I: longitud del camino oOptico (1 cm).

m: peso de la resina (mg).

Los siguientes aminoacidos se acoplaron uno tras otro a dos veces la concentracién
del primer aminoacido, que se desprotegié previamente con 20% de piperidina y 1% de
Triton X-100 en DMF (dos veces durante 7 min) y se lavo en DMF (tres veces durante 1
min), en alcohol isopropilico (IPA) (una vez durante 1 min), en azul de bromofenol al
1% (dos veces durante 1 min), en DMF (dos veces durante 1 min) y en DCM (dos veces

durante 1 min), en 200 rpm en un agitador orbital. Se utilizaron HBTU como activador,
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OxymaPure® como supresor de la racemizacién (para preservar la quiralidad del C
terminal del acoplado aminoacido) y DIEA como base (para neutralizar protones libres).
Alternativamente, también se usaron TBTU o DIC como activadores para
acoplamientos dobles y triples respectivamente, cuando fue necesario.

En resumen, el segundo aminoéacido y los siguientes se ensamblaron mediante ciclos
de acoplamiento y desproteccion hasta que se obtuvo la secuencia peptidica deseada. El
grupo Na de los aminoacidos acoplados se desprotegido siguiendo el protocolo
mencionado. Las reacciones de acoplamiento se verificaron con la prueba de Kaiser
(Sariny col., 1981).

Finalmente, se llevé a cabo la desproteccion de las cadenas laterales de aminoacidos
y la escision del péptido de la resina con una solucién de TFA / H,O / triisopropilsilano
(95: 2,5: 2,5) (v/v) a temperatura ambiente durante 90 min a 200 rpm.

El péptido se precipitod con éter etilico enfriado a -70°C, se purificé en una columna
Cis (Merck), se liofiliz6 y se analiz6 por RP-HPLC y MALDI-TOF para confirmar su

pureza y masa molecular.

Purificacién de péptidos sintéticos
Protocolo de purificacion para péptidos sintetizados por via quimica y enzimatica

Para la purificacion de los péptidos sintéticos se utilizaron columnas Sepak Cis
(Clean-up® UCT) de 500mg previamente activadas con 2ml de metanol grado HPLC
(dos veces) a un flujo de Iml/min, y lavadas con 2ml de agua miliQ (dos veces) con la
finalidad de eliminar impurezas. 10 mg de cada péptido se disolvié en agua miliQ y se
eluyd por la columna (cuatro veces). Luego se eluyd la columna con soluciones de
acetonitrilo en porcentajes crecientes de concentracion: 0, 5, 10, 12,5, 15, 20, 22, 25,
27,5, 30, 40, 60, 80 y 100%, y en metanol 100%. Los eluidos se secaron en Speedvac,
se suspendieron en agua miliQ y se congelaron para su liofilizacion (POE, Laboratorio

de Disefio y Sintesis de Péptidos, NBC, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso).

Determinacién de las actividades biolégicas in vitro de los
péptidos (améllogos, precursores e hibridos) sintetizados por via
quimica y enzimatica

Determinacion de la actividad antihipertensiva in vitro
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La determinacion de actividad antihipertensiva in vitro se llevd a cabo segun
Carmona y col. (2009) utilizando el péptido FRET (Abz-FRK-(Dnp)P-OH como
sustrato de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).

La actividad inhibitoria de ECA frente a diferentes concentraciones de los péptidos
N-0-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL), Tyr-Leu-OH (YL), Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ) y N-a-
CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH (Z-YLL), obtenidos por sintesis enzimatica, quimica y
quimoenzimatica, se determind adicionando 2,5 pl de cada péptido (100 mg/ml) a 292,5
ul de buffer Tris HCI 0,1 M (pH 7), 3 ul de ECA (1:10 de ECA 0, 02 Ul/l), NaCl 50
mM y 10 uM de ZnCly, y finalmente 2 pl del sustrato FRET (1:10). La reaccion se llevo
a cabo a 37° C durante 590 seg. EI aumento de la fluorescencia se midié a Aex = 320
nm, Aem = 420 nm en un lector de placas automatico (Tekan, Infinite M200 PRO) con
controlador de temperatura. En paralelo se realiz6 un blanco sin inhibicion, frente al
sustrato FRET. Finalmente, se determind la ICsq de los péptidos mencionados, que es la
concentracion necesaria de un compuesto para reducir en un 50% la actividad in vitro de

la enzima ECA.

Determinacién de la actividad antimicrobiana in vitro

Se empled un método cinético-turbidimétrico utilizando cepas de Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, mantenidas por sucesivos
repiques en agar Muller—Hinton (Laboratorio Britania S.A.). Después de 24 h en estufa
a 37°C, los cultivos en agar de E. coli y S. aureus, se transfirieron a 30 ml de un caldo
de cultivo Muller-Hinton y se incubaron a 37°C durante 18 h, con permanente agitacion,
para ser usados como inoculos.

Las experiencias cinéticas de crecimiento microbiano (control) se llevaron a
cabo en erlenmeyers de 10 ml con caldo de cultivo Miller-Hinton conteniendo 0,2 ml
del inéculo previamente preparado, y concentraciones crecientes de cada péptido
sintetizado (muestra). Los erlenmeyers se incubaron en una camara de cultivo Rosi
1000 (37°C, 180 rpm), se extrajeron alicuotas a intervalos de 20 min durante 5 h y se
leyo la transmitancia (T) a A: 720 nm. Se llevé a cabo un blanco conteniendo 0,2 ml del
indculo en 10 ml caldo de cultivo Muller-Hinton, sin agregado de péptido.

Mediante las ecuaciones [In Nt = 27,1 — 8,56 .T] y [In Nt = 27,4 — 10,3 .T] se
calcularon los valores de In Nt (u.f.c/ml) a diferentes tiempos para construir las curvas

de cinética de crecimiento de E. coli y S. aureus, respectivamente, evaluando las
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velocidades especificas de crecimiento de los mismos en ausencia (testigo) y en
presencia de concentraciones crecientes de los péptidos de interés. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado y las desviaciones estandar de la velocidad especifica de
crecimiento fueron menores a 0,001 (Taliay col, 2011; Alvarez y col., 2008).

Los resultados obtenidos fueron comparados con las actividades antimicrobianas
de los péptidos naturales seleccionados como modelo en este estudio, informadas en la

bibliografia.

Determinacion de la actividad anticoagulante in vitro

La actividad anticoagulante de YQQ se determiné utilizando los test de Wiener
Lab (Wiener, Argentina): Tiempo de Trombina (TT), Tiempo de Protrombina (PT) y
Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (APTT). Se utilizé una solucion estandar
del péptido YQQ (0,7 ppm) en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8).

Test de Tiempo de Trombina (TTT). Este test evalUa el tiempo de conversion de
fibrindgeno a fibrina. Se ensay6 adicionando 50 ul de la solucién estandar del péptido
YQQ (0,7 ppm) a 150 pl del pool de plasma, se incub6 a 37°C durante 2 min. El tiempo
de coagulacion (seg) se determind luego de la induccion de la coagulacion por adicién
de 200ul del reactivo TTT (2.3 NIH/ml). NIH (National Institute of Health) es la unidad

comercial de Trombina, y equivale a 1,1-1,3 Ul de Trombina.

Test de Tiempo de Protrombina (PTT). Este test evalla el tiempo de conversion
de protrombina a trombina. Se ensayé pre-incubando el pool de plasma y el reactivo
PTT a 37°C durante 3min. Luego, se adicion6 25 ul de la solucion estandar de YQQ a
75 wl del pool de plasma pre-incubado. A dicha mezcla, se adicion6 200 ul del reactivo

PTT y se midié el tiempo de coagulacion.

Test de Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (APTTT). Este test permite
evaluar la accion sobre los factores de coagulacion VIII, IX, X1y XIlI de la cascada de
coagulacion. Se adiciono 25 ul de la solucion estandar de YQQ a 75 ul del pool de
plasma, y se incubd a 37°C, durante 1 min. Luego, se agregd 100 ul del reactivo TTPA
y se incubd a 37°C, durante 3 min. El tiempo de coagulacion se determine al adicionar
100 pl de CaCl; (25mM).

Todos los ensayos se realizaron en quintuple y se compararon con un compuesto

anticoagulante bien conocido (heparina, 5000 Ul/ml equivalente a 50 mg /ml, Veinfar
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Laboratory, Argentina) como control positivo en condiciones iguales que las de la
muestra. Los controles negativos se llevaron a cabo en las mismas condiciones que las
muestras, pero sin péptidos.

Se realizaron anélisis estadisticos en cada caso. Las diferencias se consideraron

significativas para valores de p <0.05.

Ensayos de toxicidad aguda de los ]péptidos sintetizados

Determinacion de la toxicidad aguda de los péptidos sintetizados en ensayos in

vitro de lineas celulares

La toxicidad potencial de los péptidos se analiz en la linea celular humana
293FT (Fotakis y Timbrell, 2006). Las células se cultivaron en botellas utilizando
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con suero bovino fetal al 10%
(FBS), incubadas a 37°C en una atmdsfera de aire enriquecido en CO; al 5% hasta casi
la confluencia (80%). Las células se tripsinizaron, se recuperaron en medio DMEM, se
contaron y se prepararon en una suspension de 5 x 10%células/ml, afadiéndose 100pl/
pocillo a una microplaca de 96 pocillos y se dejaron crecer durante la noche en las
condiciones mencionadas anteriormente.

Se elimind el medio y las células se lavaron dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Se prepararon 100ul de solucion de péptido 0,7, 2,1, 7y
21ppm en DMEM vy se afiadieron a los pocillos que contenian células. Se guardaron
varios pocillos para controles de supervivencia (PBS en DMEM) y controles de
toxicidad (20% de DMSO en DMEM). La microplaca se incubd en condiciones de
crecimiento durante 2h. Luego, se afadieron 20ul/pocillo de reactivo MTS (CellTiter
96R AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit, Promega), incubando 4h
adicionales en condiciones de crecimiento. Se midi6 la absorbancia a A: 490nm cada 1h
hasta las 4h, después de la adicion del reactivo. Se determin6 el porcentaje de

supervivencia celular en base a una referencia (100% viabilidad celular).

Determinaciéon de la estabilidad de los péptidos sintetizados

Determinacion de la estabilidad de los péptidos sintetizados en plasma humano

La estabilidad de los péptidos se determino incubando (0,7 — 21 ppm) de péptido

en un conjunto de plasma humano de individuos sanos (no anticoagulados) a 37°C.
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La actividad anticoagulante se determiné como APTT, TP y TT (seg) segun la
metodologia descrita por Wiener Lab Test y se grafico la actividad anticoagulante

retenida del péptido en funcion del tiempo de incubacion (min).

Determinacién cuantitativa de fﬁbrinégemo en ]pllasmal en
presenoia de los péptidlos sintetizados

Determinacion cuantitativa de fibrindgeno en plasma mediante el método

inmunoturbidimétrico

El fibrindgeno es una glicoproteina presente en plasma y en los granulos alfa de
las plaquetas. Es el factor de coagulacion que se encuentra en la concentracion mas alta
en plasma. En presencia de traumatismo o lesion vascular, la trombina escinde el
fibrindgeno, produciendo mondmeros de fibrina que polimerizan espontaneamente y se
estabilizan, dando lugar a una malla de fibrina insoluble.

El método inmunoturbidimétrico de fibrindgeno se basa en la reaccion entre el
fibrindgeno en plasma y los anticuerpos policlonales anti-fibrindbgeno humano (cabra)
en buffer fosfato, formando inmunocomplejos insolubles. La turbidez causada por estos
inmunocomplejos es proporcional a la concentracion de fibrinbgeno en la muestra y
puede medirse espectrofotométricamente a A: 340nm.

Se us6 una metodologia de Fibrinogen Turbiditest AA Line modificada (Wiener
Lab., Rosario, Argentina) para evaluar la accion inhibidora de los péptidos sintetizados
sobre la enzima trombina.

Se utilizaron en el ensayo, Reactivo A: buffer fosfato, pH 7,4; Reactivo B:
anticuerpos policlonales anti-fibrindgeno humano (cabra) en buffer fosfato, pH 7,4; y el
kit de Fibrinogen Calibrator Turbitest AA de Wiener Lab. (curva de calibracion de
fibrindgeno).

Se prepararon tres controles y se incubaron junto con las muestras, como se
describe a continuacion:

Blanco que consistio en 25 pl de fibrindgeno (5,69 mg/ml) (Wiener Lab.,
Argentina) en 165 pl de buffer de ensayo (Tris-HCI 50 mM, pH 7,2 con NaCl 0,12
mM), segun la metodologia descrita. por Sabbione y col. (2015).

Control negativo (C-) que consistié en 25 ul de fibrogeno (5,69 mg/ml) (Wiener
Lab., Rosario, Argentina) en 131 ul de buffer de ensayo (50 mM Tris - HCI pH 7,2 con
0,12 mM NaCl) y 34 ul de 2.7 NIH/ml de trombina (Wiener Lab., Rosario, Argentina).
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Control positivo (C+) que consistié en 25 ul de fibrindgeno (5,69 mg/ml)
(Wiener Lab., Rosario, Argentina) en 131 ul de 0,7 ppm de heparina (5000 Ul/ml o 50
mg/ml, Veinfar Laboratory, Argentina) y 34 ul de 2,7 NIH/ml de trombina (Wiener
Lab., Rosario, Argentina).

Las muestras se prepararon de la misma manera que el control positivo, pero
utilizando péptido sintetizado (0,7 ppm) en lugar de heparina.

Después de incubar los controles y las muestras a 37°C durante 10 min, se
mezclaron 10 ul de cada control/muestra con 1,5ml de Solucién A, se homogeneizaron
y midieron a A: 340 nm (DOL1), ajustando el espectrofotometro a cero con agua
destilada. Luego, se afiadieron 300 ul de Solucion B a esa mezcla, y se incubd a
temperatura ambiente durante 15 min. Se midid la absorbancia a A: 340 nm (DO2) y se
calculd la diferencia (AA = DO2 - DO1). La concentracion de fibrindgeno de las
muestras y los controles se obtuvo a partir de una curva de calibrado de Diferencia de
absorbancia (AA) vs. Concentracion de fibrinégeno (Fibrinogen Calibrator Turbitest
AA, Wiener Lab., Rosario, Argentina).

El porcentaje de inhibicion (fibrindgeno que no se convirtio en fibrina por la
accion inhibidora de los péptidos anticoagulantes estudiados) se calcul6 de la siguiente

manera.

[Muestra - C (-]
% de Inhibicion = x 100 ec. (5)
[ Blanco ]
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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CARACTERIZACION DEL EXTRACTO PRE-PURIFICADO DE
BROMELIA ANTIACANTHA BERTOL.

La actividad proteolitica del precipitado aceténico de frutos maduros de
Bromelia antiacantha Bertol. fue maxima (>80%) entre pH 5 y 7,6 y tuvo mayor
estabilidad enzimatica a pH 6. La temperatura Optima para la actividad especifica es de
63°C. La enzima fue completamente inhibida por E-64 trans-epoxisuccinil leucina
amida (4-guanidin) butano y &cido iodoacético, y activada por adicion de cisteina o B-
mercaptoetanol; sugiriendo que las proteasas aisladas pertenecen a la familia de
proteasas cisteinicas. Por zimografia del precipitado acetdnico se obtuvieron cinco
bandas (pl 7,3 a «9,3), pero solo tres de ellas (pl 7,3, 8,2 y 8,8) fueron proteoliticamente
activas. El valor de Km fue de 0,20mM (antiacanthaina A) y de 0,13mM
(antiacanthaina B) (Valles y col., 2007).

Actividad proteolitica de antiacanthaina en solucién acuosa

El extracto pre-purificado de antiacanthaina se preparé de la forma descripta en
el Capitulo 2 (Metodologias), presentdé 1,565 mg/ml de proteina total y expresé una
actividad proteolitica especifica de 8,44 Ul/mg de proteina en buffer Tris-HCI 0,1 M

(pH 8), a 37°C, utilizando cisteina (20 mM) como activador.

Estabilidad operacional de anticanthaina en medios formados por una solucion

acuosa y solventes organicos

La ingenieria de medios esta relacionada con la manipulacion racional de los
medios de reaccion con el objeto de encontrar la mejor condicidn para la sintesis de
péptidos (lllanes y col., 2012). Con frecuencia, el agua se reemplaza por medios no
convencionales, como solventes organicos, liquidos ionicos, fluidos supercriticos y
mezclas eutécticas profundas. Sus propiedades, ventajas y desventajas fueron discutidas

en el Capitulo 1 (Introduccién).

Los solventes orgénicos pueden aumentar la solubilidad de los sustratos,
especialmente de los aminoécidos hidrofébicos; reducir la hidrdlisis de los productos,
mejorar la recuperacion de los productos y/o del biocatalizador e incrementar la

estabilidad térmica del biocatalizador (lllanes y col., 2009a).
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Por tal razén, en este trabajo, se utilizaron mezclas de agua y solventes organicos
(conteniendo una cantidad controlada de agua), como medios de reaccién de la sintesis
de péptidos con potencial actividad antimicrobiana y antihipertensiva.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos de la estabilidad
operacional de antiacanthaina en dos tipos de sistemas biocataliticos que
frecuentemente se usan con solventes orgénicos: - Sistemas homogéneos, formados por
una mezcla de agua y un solvente organico miscible, y - Sistemas heterogéneos, en los
que una segunda fase estd formada por un solvente organico inmiscible con agua
(Barberis y col., 2008).

A su vez, los sistemas heterogéneos estudiados fueron: - Macro-heterogéneos,
cuando se evidenciaron las dos fases liquidas inmiscibles, y - Micro-heterogéneos,
cuando una de las dos fases; en este caso, la fase acuosa que rodea la enzima, no era
visible a simple vista (lllanes y col., 2009b). Ademas, en estos ultimos sistemas se
utilizé la enzima libre o insolubilizada en el medio de reaccion, ya sea porque la enzima
fue insoluble en el medio de reaccion (enzima liofilizada en solventes hidrofobicos con
baja actividad de agua) o porque estaba inmovilizada en un soporte solido (silica
glioxil). En cambio, en los sistemas homogéneos se utiliz6 enzima libre.

La seleccion de los solventes orgénicos utilizados, se realizd a partir de un
disefio estadistico que permitié agrupar 70 solventes organicos segin sus parametros
fisicoquimicos similares (Barberis y col., 2006). Se tomé un solvente de cada uno de los
17 grupos con el objeto de reducir el disefio experimental (Tabla 2). Se determind la
estabilidad operacional de antiacanthaina en dichos sistemas, conteniendo 30, 50 y 70%
(v/v) de solvente organico en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8), a 40°C y 200 rpm de
agitacion, durante 24 h de incubacién. Los resultados se expresaron como actividad

proteolitica residual (Ul/mg) y tiempo de vida media (t w, h).

Estabilidad operacional de antiacanthaina en sistemas homogéeneos (miscibles)

De acuerdo a la Figura 6, antiacanthaina en medios formados por un solvente
organico miscible y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) mostré menor actividad inicial y
residual que en buffer durante 24h; en todos los medios de reaccion estudiados. Solo
fue inactivada por el medio formado por 70% (v/v) de acetonitrilo y buffer Tris-HCI
0,1M (pH 8).
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—d— Matano, 70%
—l— NM-DMF 70%
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Actividad Enzimatica Especifica (Ulmg)

Figura 6. Actividad enzimatica especifica (Ul/mg de proteina) de antiacanthaina en
sistemas miscibles formados por buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) y diferentes solventes
organicos miscibles: a) 30% b) 50% y c¢) 70% (v/v), a 40°C y 200 rpm de agitacion,
durante 24h de incubacion.
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En general, los solventes organicos miscibles en concentraciones
moderadamente altas son usualmente perjudiciales para la actividad y estabilidad
enzimatica, porque tienden a penetrar en el microambiente acuoso que rodea las
moléculas de la enzima, alterando los patrones de interaccion de la enzima con los
medios de reaccion y distorsionando su estructura tridimensional (Toth y col., 2010;
Stepankova y col., 2015; Doukyu y Ogino, 2010). Ademas, los solventes organicos
miscibles tienen tendencia a producir la desolvatacion del sitio activo de la enzima,
modificando su necesaria flexibilidad para acomodar el sustrato; la inhibicion
competitiva con los sustratos, o la desnaturalizacion de la enzima (Klibanov, 2001;
Graber y col., 2007; Kimy col., 2000).

Segun otros autores, los polioles y las glimas fueron notables excepciones entre
los solventes miscibles (Castro, 2000, Illanes y Fajardo, 2001). Contrariamente a lo
esperado, etilenglicol en las concentraciones estudiadas no fue favorable para la
expresion de la actividad y la estabilidad de antiacantaina, alcanzando s6lo 48% de la
actividad inicial en buffer y reteniendo 22% de la misma, al cabo de 24 h.

Las razones que podrian explicar el comportamiento de antiacanthaina en
sistemas homogéneos, parecen estar relacionados con la disminucién de la hidratacién
del sitio activo de la enzima y la modificacion de los patrones de interaccién puente de
hidrogeno del agua con la molécula proteica. En este caso, la solubilidad del sustrato y
las interacciones sustrato—etilenglicol no son consideradas porque la enzima fue
incubada en cada sistema en ausencia de aquel.

Las actividades proteoliticas iniciales en los sistemas homogéneos estudiados
oscilaron entre 3 y 60% del valor obtenido en buffer (25 Ul/mg), obteniéndose las
mayores actividades especificas en los medios formados por metanol 30, 50 y 70%
(VIV).

Similares comportamientos han sido informados para otras enzimas incubadas
en medios miscibles acuoso-organicos. La deshidrogenasa BIALDH y la peptidasa
BsAPII de Bacillus licheniformis fueron inactivadas por acetonitrilo al 5-70% (v/v)
(Min-Guan y col., 2016). Del mismo modo, las lipasas secretadas por Burkholderia
cepacia y Penicillum chrysogenum 9” disminuyeron su actividad con el aumento de la
concentracion de acetonitrilo en el medio (Ishimoto y col., 2001; Bancerz y col., 2005).

En el caso de la esterasa secretada por Pyrobaculum calidifontis VA1 (Hotta y
col., 2002), la lipasa de Staphylococcus saprophyticus M36 (Doukyu y Ogino, 2010), la
lipasa de Streptomyces sp. CS268 (Mander y col., 2012) y las proteasas aisladas de
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Bacillus cereus BG1 (Ghorbel y col., 2003) y de Natrialba magadii (Doukyu y Ogino,
2010) disminuyeron su actividad enzimatica en presencia de concentraciones crecientes
de acetonitrilo (entre 15 y 50% (v/v)). Ademas, la lipasa secretada por Bacillus
sphaericus 205y fue completamente inactivada en presencia de acetonitrilo (Chiny col.,
2003).

La inactivacion de algunas proteasas y otras enzimas por efecto de los solventes
organicos miscibles ha sido mejorada por la inmovilizacion de las mismas a soportes
inertes, pudiendo ser aplicadas exitosamente a las reacciones de sintesis de péptidos en

dichos medios (Illanes y col., 2009b; Yazawa y Numata, 2014).

Estabilidad operacional de antiacanthaina en sistemas macroheterogéneos liquido-

liquido (bifasicos)

Los sistemas macroheterogéneos liquido — liquido, Ilamados sistemas bifasicos,
estan compuestos por dos liquidos inmiscibles que generalmente son agua y un solvente

organico hidrofébico (Xuy col., 2013).

Los sustratos pueden disolverse en la fase organica o en la fase acuosa, pero
independientemente de la particion del sustrato, el biocatalizador estara siempre en la
fase acuosa; quedando menos expuesto al solvente organico que en un medio
homogéneo. No obstante, la particion del solvente orgéanico en la fase acuosa puede
afectar la actividad y estabilidad de la enzima (Quiroga y col., 2005).

La estabilidad de antiacanthaina fue estudiada en medios formados por buffer
Tris-HCI 0,1M (pH 8) y diferentes solventes organicos inmiscibles con el agua en una
relacién de 30, 50 y 70% (v/v), a 40°C y 200rpm de agitacion, durante 24h de
incubacion.

La Figura 7 muestra los perfiles de actividad enzimatica especifica de
antiacanthaina (Ul/mg de proteina) en sistemas bifasicos formados por buffer Tris-HCI
0,1M (pH 8) y un solvente organico inmiscible (30, 50 y 70%(v/v)), a 40°C y 200rpm
de agitacion, en funcién del tiempo.

En general, antiacanthaina en los medios formados por buffer y benceno,
diclorometano, hexano y éter etilico (en todas las concentraciones estudiadas); y acetato
de etilo al 50 y 70 %(v/v); mostraron mayor actividad enzimatica residual que en buffer
durante 24h. Los valores de actividad especifica residual obtenidos fueron entre 231 y
149%, respecto de buffer.
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Figura 7. Actividad enzimatica especifica (Ul/mg de proteina) de antiacanthaina en
sistemas bifasicos formados por buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) y diferentes solventes
organicos inmiscibles: a) 30% b) 50% y c) 70% (v/v), a 40°C y 200 rpm de agitacion,

durante 24h de incubacion.

85



La particion de los solventes orgénicos previamente mencionados hacia la fase
acuosa redujo el grado de autdlisis y produjo una considerable activacion y
estabilizacion de la enzima.

Por el contrario, antiacanthaina en clorobenceno, acetofenona y octanol (30, 50
y 70%, v/v) mostré menores actividades iniciales y residuales que en buffer aunque no
se produjo la inactivacion total de la enzima en ningun caso. Este fendbmeno podria ser
debido a la toxicidad de las moléculas del solvente organico disuelto en la fase acuosa
(toxicidad molecular) y/o la presencia de una interfase organica (toxicidad de interfase)
(Yang y Russell, 1996).

En resumen, los mejores resultados se obtuvieron con acetato de etilo y hexano
(50%, v/v) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8). Las actividades proteoliticas iniciales fueron
de 119 y 108% de los valores obtenidos en buffer. Al cabo de 24h, antiacanthaina en
dichos medios mantuvo 49 y 51% de la actividad inicial, respectivamente; indicando
que son medios promisorios para llevar a cabo la sintesis enzimatica de péptidos
bioactivos.

Los sistemas bifasicos se han utilizado ampliamente para la sintesis enzimatica
de péptidos y representan una buena estrategia porque son muy flexibles y pueden
acomodar las propiedades de los sustratos y productos (Barberis et al., 2002, 2006,
2008; Trusek-Holownia, 2003). Es muy deseable que el producto peptidico formado
pueda particionar en la fase organica, lo que evitaria su hidrolisis y conduciria el
equilibrio hacia la sintesis (Bordusa, 2002).

El principal inconveniente de los sistemas bifasicos en biocatalisis es la
presencia de una interface que puede producir restricciones difusionales de los sustratos,
reduciendo la velocidad de reaccion. Aunque este efecto se puede mejorar con una
agitacion intensa, ésta puede promover la inactivacion de la enzima en la interface
(Illanes y col., 2012). Este efecto no se ha observado en reacciones de sintesis de
péptidos llevadas a cabo previamente en nuestro laboratorio, utilizando proteasas

vegetales autdctonas (Morcelle y col., 2006, Quiroga y col., 2008).

Estabilidad operacional de antiacanthaina en sistemas microheterogéneos

(continuos)

Los primeros estudios de enzimas en medios organicos con bajo contenido

acuoso se llevaron a cabo disolviendo las mismas en un pequefio volumen de agua y
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adicionando ésta al solvente organico puro, de tal manera que una capa acuosa
imperceptible a simple vista rodea a la enzima y le permite mantener su conformacion
nativa. Por tal razon, se denominan usualmente sistemas continuos (lllanes y Barberis,
1994).

Sin embargo, cuando una reaccion enzimética es llevada a cabo en medios
orgénicos, el agua presente en el medio se distribuye entre las diferentes fases: agua
unida a las moléculas de enzima, la cual influye fuertemente sobre su actividad; agua
molecularmente disuelta en el solvente organico y agua asociada a otros componentes
presentes en el medio (soportes, sustratos, activadores, etc). En consecuencia, el
contenido de agua total del sistema no dice mucho acerca de la hidratacion enzimatica
necesaria para mantener la conformacion cataliticamente activa y expresar sus
propiedades. Por ello, se prefiere analizar el efecto del agua en estos sistemas en
términos de actividad termodindmica de agua (Halling, 1994; 2002; Illanes y Barberis,
1994).

Este pardmetro denota la relaciéon entre la presion de vapor del agua en una
sustancia determinada y la presién de vapor del agua pura, a la misma temperatura,
Ademas, permite determinar el grado de hidratacion de la enzima y mantenerla
“constante” en solventes con diferente grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad.

La actividad termodindmica del agua (aw) esta relacionada directamente con la
fraccion molar de agua (Xw) y con el coeficiente de actividad (Yw), segun la ecuacion
(6):

aw = Xw.Yw ec. (6)

El coeficiente de actividad aumenta en funcion de la hidrofobicidad del solvente,

por lo que una determinada aw sera obtenida a menores concentraciones acuosas en un

medio hidrofébico que en uno hidrofilico.

Contenido acuoso de antiacanthaina suspendida en medios organicos casi anhidros
La estructura tridimensional de las enzimas resulta del balance entre las uniones puente
de hidrégeno, fuerzas ionicas, fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofobicas
dentro de las proteinas, y entre la proteina y el solvente organico. Estas interacciones
son influenciadas también por la temperatura y la fuerza idnica del medio. Sin embargo,
las enzimas no solo requieren una estructura secundaria y terciaria intacta en el medio

de reaccion, sino también una flexibilidad conformacional adecuada que es
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proporcionada por el agua (Klibanov, 1997; Daniel y col., 2003; Diaz-Alvarez y col.,

2011).

La Tabla 3 muestra la cantidad de agua adicionada a los solventes organicos (% (v/v))

para obtener una fraccion relativa de agua en la enzima contante e igual a 1x107.

Tabla 3. Cantidad de agua adicionada a los solventes organicos para obtener una
fraccion relativa de agua en la enzima constante e igual a 1x10°.

Agua adicionada al

Agua en la enzima

Fraccion relativa

Solventes miscibles solvente organico de agua en la
0% () (% (p/p)) enzima (Xa)
Acetona ©
HaC™ “CHs 0,565 107,60 1x10°
Etanol
CH,~ CH,— OH 0,245 248 1X10°
Etilenglicol cH,—cH,
0.108 5,63 1x10°
OH OH
NN-DMF ./
N 0,217 6,08 1x10°8

CHy

Agua adicionada al

Agua en la enzima

Fraccion relativa

Solventes inmiscibles solvente organico A de aguaen la
(% (VIV)) (% (p/p)) enzima (Xu)
Acetato de Etilo )J\
o o, 0 6,44 1x10°
Acetofenona _
d 0 2,76 1x10°
Benceno
@ 0 3,21 1x10°
Clorobenceno ¢
ij 0 3,53 1x10°
Diclorometano 5
c.,é,,_H\H 0 183 1x10
Eter Etilico GNP 5
g & 0 4,21 1x10
Hexano &8 en,
me” N Ny 0 3,82 1x10°
Octanol
My T o 0 6,35 1x10°

Es decir, las enzimas requieren una capa de agua unida a su superficie para

exhibir flexibilidad conformacional y expresar actividad enzimatica. La pérdida de
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dicha flexibilidad conduce a una conformacion molecular restringida, mas rigida y
resistente a las vibraciones térmicas, pero con capacidades mas reducidas para la
adecuada interaccién enzima-sustrato, lo que a su vez reduce el grado de conversion del
sustrato en producto (Ruy col., 1999).

Segun la Figura 8, antiacanthaina en presencia de la mayoria de los solventes
organicos con bajo contenido acuoso estudiados expresd una actividad proteolitica
inicial muy baja que oscilo entre 0,5y 1 % con respecto a su actividad proteolitica en
buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) y solo excepcionalmente la mantuvo durante 24h en
acetato de etilo. Dicho comportamiento podria ser debido a que en sistemas organicos
practicamente puros, el intimo contacto con las enzimas puede resultar en una severa
distorsion de la estructura, produciendo una rapida desnaturalizacién e inactivacion
(Torres y Castro, 2004).

40 —

—a— Qctanaol

—#— Diclorometano
EterEtilico
Hexano

—4— Clorobenceno

1 —i—Henceno

AcetatodeEtilo

20 5 —v— Acetofenona

—&#— Etanol

. —— Etilenglicol

NN-DMF

10 4 —e— Acetona
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(=]
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(5]
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Figura 8. Actividad enzimatica especifica (Ul/mg de proteina) de antiacanthaina en
sistemas continuos formados por diferentes solventes organicos con bajo contenido
acuoso (fraccion relativa de agua en la enzima constante; Xw: 1x10°), a 40°C y 200
rpm, durante 24h de incubacion.

Similar comportamiento al observado por antiacanthaina en medios continuos
(solvente organico con baja aw) fue informado por otros autores. Araujiaina, una
fitoproteasa proveniente de Araujia hortorum Fournier, mostrO un comportamiento
similar a antiacanthaina en solventes organicos con bajo contenido acuoso (Quiroga y
col., 2005).
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Segun lo informado en la bibliografia, los solventes organicos hidrofilicos con
baja aw presentaron mayores efectos inactivantes que la mayoria de los solventes
hidrofobicos. Este efecto se adjudicé a la mayor capacidad de los solventes hidrofilicos
de remover agua unida a la superficie de la proteina la cual es crucial para mantener la
estructura y la funcion (Serdakowski y Dordick, 2008; Klibanov, 1997). Sin embargo,
cualquiera sea la naturaleza del solvente orgéanico, cuando la aw es muy baja (fraccién
relativa constante de agua en la enzima; Xw: 1x107%) antiacanthaina sufre rapida

inactivacion.

Preferencias de antiacanthaina en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 6)

Una de las propiedades méas destacadas de las enzimas como catalizadores es su
elevada especificidad respecto a ciertos sustratos, ésta es la capacidad que posee la
enzima de distinguir entre sustratos diferentes, aun cuando tengan estructura similar.
Esta propiedad estad determinada por la conformacion del sitio activo de la enzima,
constituido por un nimero reducido de residuos aminoacidicos, que permiten ubicar al
sustrato en la posicion correcta para que los grupos funcionales de la enzima efectien su
transformacion quimica (lllanes, 2016).

Las preferencias de antiacanthaina por sustratos N-a-CBZ-Aminoécido
p-nitrofenil éster en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 6) se muestran en la Tabla 4.

Antiacanthaina en dicho medio acuoso exhibié amplia preferencia por lle,
seguida por Trp, Gly, Phe y Ala, mientras no expreso actividad frente a VVal y Lys.

Claramente, antiacanthaina mostr6 alta preferencia por los derivados
aminoacidicos no polares (excepto Val).

Excepcionalmente, entre los aminoacidos polares estudiados, antiacanthaina
frente a N-a- CBZ-Gly-p-nitrofenil éster tuvo 27% de preferencia, probablemente

debido al menor carécter polar de su cadena lateral.

Tabla 4. Preferencias del extracto pre-purificado de antiacanthaina en buffer Tris-
HCI (0,1 M) pH 6 frente a devivados N-a-CBZ-Aminoacido p-nitrofenil éster.

N-a- CBZ-Aminoéacido p-

nitrofenil éster Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 6)
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(%) preferencia Ucsz/mg de
proteina

No polares

Ala 23 119

lle ) 508

Leu 14 73

Phe 23 117

Trp 38 193

Val 0 0
Polares

Asn 4 21

GIn 5 26

Gly 27 139

Tyr 7 34
Basico

Lys | 0 | 0

Preferencias de antiacanthaina en diferentes sistemas acuoso-organicos

Ha sido ampliamente reportado en la literatura que al cambiar el medio de
reaccion (de una solucién acuosa a un medio acuoso-organico e incluso cuando se
reemplaza un solvente organico por otro) se puede manipular y, en algunos casos
revertir, la especifidad de una enzima (Klibanov, 2001; Yang y col., 2004; Mattos y
col., 2006; Quiroga y col., 2007).

Estudios de dinamica molecular y de Rayos X demostraron que los solventes
maés hidrofobicos, como los alcanos, cuando se encuentran en el entorno del sitio activo
de las enzimas tienden a reorientar las cadenas laterales de los aminoacidos,
modificando su especificidad (Yennawar y col., 1994; Lousay col., 2013;).

Aunque los solventes orgéanicos no alteren el sitio activo de la enzima, afectan la
actividad de la misma debido a que cambian su afinidad por el sustrato y la hidratacién
de los mismos (Wang y col., 2016). Ademas, los factores estéricos y las interacciones
i6nicas y electrénicas que se establecen entre las cadenas laterales y la enzima
contribuyen al mantenimiento de la actividad, siendo diferentes en agua y en medios
acuosos-organicos (Priolo, 2001).

Sin embargo, en otros casos, los solventes organicos afectaron la estructura
global de la enzimay el sitio activo de las mismas (Carrera y Riva, 2000).

La Tabla 5 muestra las preferencias del extracto pre-purificado de

antiacanthaina por sustratos sintéticos (actividad esterolitica, Ucgz/mg de proteina) en

un medio organico miscible formado por 30% de metanol y buffer Tris-HCI 0,1M (pH
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6) y medios organicos inmiscibles conteniendo 50% de acetato de etilo 6 50% de
hexano en dicho buffer. Dichos medios fueron seleccionados porque antiacanthaina
expreso en ellos, su mayor actividad proteolitica residual después de 24h de reaccion.

Tabla 5. Preferencias del extracto pre-purificado de antiacanthaina en diferentes

sistemas acuoso-organicos utilizando derivados N-a-CBZ-Aminoacidos p-nitrofenil

éster.
Metanol 30% Acetato de etilo 50% Hexano 50%
N-a- CBZ-
AminoégiQo P- 9 % Ucsz/mg de % Ucgz/mg de
nitrofenil ester prefgf)e)ncia U;%/tr;%f ¢ pref(ere)ncia E)?éteiga prefe(ren)cia ;?éteiga
No polares
Ala 30 132 23 12 0 0
lle 10 44 24 13 0 0
Leu 21 93 17 9 0 0
Phe Qo 443 0 0 0 0
Trp 0 0 11 6 0 0
Val 100 442 68 36 0 0
Polares
Asn 0 0 a00) 53 0 0
Gln 5 24 90 48 (T00) 47
Gly 0 0 66 35 34 16
Tyr 24 105 77 41 0 0
Basico
Lys 11 48 60 32 0 0

Las preferencias de antiacanthaina en los medios anteriormente citados variaron
notablemente respecto de las expresadas en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 6) (Tabla 4),
incluso fueron muy diferentes en cada medio estudiado.

En metanol (30% (v/v)), antiacanthaina mostr6 mayor preferencia por Phe y
Val, ambos aminoacidos no polares, pero no fue capaz de escindir la union éster de
otros sustratos no polares como Trp. Ademas, dentro de los aminoacidos polares, Tyry
GIn presentaron baja preferencia (24 y 5%, respectivamente), mientras que Gly y Asn
no pudieron ser hidrolizados en dicho medio de reaccion.

En acetato de etilo (50% (v/v)), antiacanthaina mostro actividad frente a todos
los aminoacidos ensayados (excepto Phe), aunque tuvo mayor preferencia por los

aminoéacidos polares Asn'y Gln.
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Por el contrario, en hexano (50% (v/v)), antiacanthaina solo mostr6 una gran
afinidad por Gln, seguido por Gly; pero no fue capaz de escindir el resto de los
aminoacidos

Estos resultados sugieren que antiacanthaina, en los medios acuoso-organicos
seleccionados, sufrio al menos cambios en su funcionalidad que podrian 0 no estar
relacionados con cambios estructurales de la enzima. Si bien la enzima mantuvo su
habilidad intrinseca para interaccionar con diferentes sustratos, lo que indicaria que la
integridad del sitio activo se mantuvo, expresando una actividad especifica en metanol
(30% (v/v)) similar a la que se tuvo en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 6) y casi 90% superior
a la obtenida en los medios bifasicos ensayados.

Segun la bibliografia, en agua los efectos hidrofébicos juegan un rol clave en la
unién del sustrato a la enzima, pero en presencia de un solvente organico se modifican
las fuerzas que conducen a dicha union. Ademas, en la union entre la enzima y el
sustrato no solo se pone en juego la energia de interaccién entre ambos (afinidad) sino
también la energia de desolvatacion del sustrato que esta proximo a unirse a la enzima
(Dordick, 1992).

Estas observaciones nos indujeron a evaluar el efecto de los solventes organicos
de los medios de reaccion sobre la estructura secundaria de la enzima, utilizando
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Al mismo tiempo y fuera del contexto de esta tesis, se estdn evaluando los
factores hidrofébicos, electrénicos y estéricos de las cadenas laterales de los
amino&cidos que gobiernan la actividad estereolitica de antiacanthaina por medio de

métodos de calculo lineal.

Efecto de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
antiacanthaina en sistemas acuoso-organicos, por FTIR
Las estructuras secundaria y terciaria de las enzimas estdn mantenidas por
numerosas interacciones no covalentes: uniones puente de hidrégeno, interacciones
i6nicas, hidrofébicas y de van der Waals (Schultz y Schirmer, 1979). La ruptura de
dichas fuerzas, como resultado de la adicion de solventes organicos a una solucion
acuosa de enzima, puede conducir a cambios en la dinamica y conformacion de la
proteina que pueden traducirse en alteraciones de las funciones enzimaticas (Barberis y
col., 2006).
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Estrictamente, la correlacion entre la estructura y la actividad catalitica de una
enzima requiere de un estudio de la estructura del sitio activo y del efecto del medio de
reaccion sobre el estado de transicion de la reaccion (Kanerva y Klivanob, 1989).

Sin embargo, utilizando espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) se puede estudiar la estructura secundaria de una proteina y se pueden comparar
los cambios que se producen en las interacciones no covalentes (uniones tipo puente de
hidrogeno, interacciones ionicas, y otros tipo de interacciones débiles) que mantienen la
conformacién de la enzima, como resultado de la adicion de solventes organicos a una
solucion enzimatica acuosa.

Los espectros vibracionales de las moléculas de proteinas estan determinados
por su estructura tridimensional y por las fuerzas de campos vibracionales. En
consecuencia, el analisis de estos espectros puede proveer informacion sobre la
estructura y las interacciones inter e intramoleculares. Se han identificado nueve modos
vibracionales correspondientes al estiramiento del grupo amida en las proteinas (Susi,
1969; Krimm y Bandekar, 1986). Estas bandas vibracionales del grupo amida pueden
ser descriptas en términos de cinco desplazamientos coordinados en el plano
(estiramiento C=0, C-N, N-H y flexion OCN y CNH) y tres fuera del plano (torsion C-
Ny flexién C=0 y N-H) (Krimm y Bandekar, 1986).

Una de ellas, la banda amida | (1700 — 1600 cm™) debida al estiramiento C=0
de la proteina (al que se acoplan el estiramiento C-N fuera del plano y la flexion
O=C-N) (Dong y col., 1995), constituye una prueba muy util para la determinacion de la
estructura secundaria de las proteinas en solucion, ya que es muy sensible a pequefias
variaciones en la geometria molecular y a los patrones de las uniones puente de
hidrogeno dentro de las proteinas (Byler y Susi, 1986; Susi y Byler, 1986).

Cada tipo de estructura secundaria: o-helix (en hélice), B-sheet (en hoja
plegada), B-turn (doblada) y random (desordenada), produce diferentes frecuencias de
estiramiento C=0, que dan por resultado bandas de posiciones caracteristicas en el
espectro FTIR, las cuales son designadas por nimero de ondas (cm™). Las areas
relativas de cada banda permiten cuantificar la abundancia relativa de cada componente
estructural (Dong and Caughey, 1994).

En este trabajo, se analiz6 el efecto de algunos solventes organicos sobre la
estructura secundaria de antiacanthaina A, utilizando FTIR. Dichos resultados se

compararon con aquellos obtenidos en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8).
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Las Figuras 9 y 10 muestran los espectros infrarrojo de antiacanthaina A en
buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8), en sistemas homogéneos: metanol 30% (v/v) Yy
acetonitrilo 70% (v/v), y en sistemas macroheterogéneos: hexano 50% (v/v) y acetato de
etilo 50% (v/v).

£ sheet side chains
random B sheet

17b0 l 16%0 l 16%0 I 16;0 I 1650 l 1&00
Numero de onda (cm™)
Figura 9. Espectro infrarrojo de antiacanthaina A en: buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)
(linea), metanol 30%(v/v) (guiodn), acetonitrilo 70%(v/v) (puntos) a 25°C.

side chains
random

B sheet B sheet

/

T T T T T T T T T T
1700 1680 1660 1640 1620 1600
Numero de onda (cm™)

Figura 10. Espectro infrarrojo de antiacanthaina A en: buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)
(linea), hexano 50%(Vv/v) (guion), acetato de etilo 50%(v/v) (puntos) a 25°C.

La Tabla 6 muestra la posicion de los diferentes componentes de la banda amida

| de antiacanthaina A, asignados en base a estudios bibliograficos llevados a cabo sobre
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numerosas proteinas en medio acuoso (Dong y col., 1990, 1995; Huang y col., 1995;
Barth, 2000).

Los componentes random o desordenados han sido definidos por medio de
estudios de cristalografia de rayos X como aquellos componentes que no son a-helix, f3-
sheet o B-turn (Dong y col., 1990).

La disminucion (o la desaparicion) de la banda B-sheet a 1689 cm™ junto con el
incremento (o la aparicion) de una banda -sheet a mayores nimeros de onda (1698
cm™), la cual corresponde a uniones intermoleculares, es indicativo de la formacion de
agregados proteicos.

Para llevar a cabo la cuantificacion relativa de los diferentes componentes de la
banda amida | de antiacanthaina A en los diferentes medios estudiados, se corrigio la
linea base de la segunda derivada del espectro infrarrojo original y se analizaron las

areas relativas de los componentes de la banda amida I (Tabla 6).

Tabla 6: Areas relativas de los componentes de la banda amida | del espectro
infrarrojo de anticanthaina A en buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8 y en diferentes

sistemas acuoso-organicos.

Bandas Frecuencia | Buffer | Metanol | Acetonitrilo | Acetato de | Hexano
(x2cm™) (30 %) (70 %) etilo (50 %) | (50 %)
Avreas relativas

B - sheet 1636 0,3072 | 0,1757 0,4770 0,1858 0,7994
1698 0,3684 | 0,1759 0,4769 0,1262 0,5354

a-helix 1660 0,3067 0,1397 0,4753 0,1228 0,5319
Random 1647 0,2454 0,1405 0,3814 0,1251 0,5341
1653 0,2460 0,1407 0,3817 0,1249 0,5342

B -turn 1669 0,4295 0,2449 0,5718 0,2168 0,9327
1683 0,3686 | 0,2454 0,6672 0,2170 0,9329

—sheet / a-helix 2,20 2,51 2 2,54 2,50

Las relaciones B—sheet/a-helix suelen correlacionarse con un aumento de las

interacciones intermoleculares, la agregacion proteica y las posibilidades de
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desnaturalizacion de la proteina. Sin embargo, en este estudio dichas relaciones fueron
similares en todos los medios estudiados (Tabla 6).

La Tabla 7 presenta los valores del coeficiente de similitud espectral (r) que
permitieron comparar las estructuras secundarias de antiacanthaina A en buffer y en
diferentes sistemas acuoso-organicos, formados por solventes orgénicos y buffer Tris-
HCI 0,1M (pH 8).

De acuerdo a la Tabla 7 podemos apreciar las notables diferencias que adquiere
la estructura secundaria de antiacanthaina A cuando se solubiliza en buffer y en
diferentes medios formados por buffer y solventes miscibles (metanol (30 % v/v) o
acetonitrilo (70 % (v/v)), e inmiscibles (hexano (50 % (v/v)) y acetato de etilo (50 %
(VIV)).

A pesar que antiacanthaina A en el medio miscible formado por metanol (30 %
(v/v)) y buffer mostré la mayor diferencia espectral (r: 0,331), respecto de buffer, dicha
estructura secundaria permitié expresar altas actividad enzimaticas relativas (60 % de lo

obtenido en buffer) y notable estabilidad durante 24 h (Figura 6a).

Tabla 7. Coeficiente de similitud espectral (r) de antiacanthaina A en buffer y en

diferentes sistemas acuoso - organicos.

Sistemas acuoso-organicos Coeficiente de
similitud (r)
Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) 1
Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)- metanol 30% (v/v) 0,331
Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)- acetonitrilo 70% (v/v) 0,564
Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)- hexano 50% (v/v) 0,507
Buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8)- acetato de etilo 50% (v/v) 0,558

Por el contrario, antiacanthaina A en el medio miscible formado por acetonitrilo
(70 % (v/v)) y buffer mostré una diferencia espectral (r: 0,564), respecto de buffer.
Segun lo observado en la Figura 6c, las interacciones que dan lugar a la estructura
secundaria que adquiere antiacanthaina A en dicho medio no permitieron expresar la

actividad catalitica de la enzima.
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Antiacanthaina A en los medios inmiscible estudiados (hexano y acetato de etilo
50% (Vv/v)), presentd una similitud espectral r: 0,507 y 0,558, respectivamente. A pesar
de las diferencias en la estructura secundaria de antiacanthaina A en buffer y en dichos
medios, éstos permitieron expresar las mayores actividades cataliticas iniciales, que
correspondieron a 108 % y 119 % de las obtenidas en buffer (Figura 7b).

Antiacanthaina A sufrié cambios a nivel de estructura secundaria en todos los
medios estudiados, pero ellos afectaron de diferente manera su actividad catalitica, a
veces aumentandola o disminuyéndola.

En resumen, los cambios en la expresion catalitica de la enzima antiacanthaina
A en buffer y en medios acuoso-organicos no estan relacionados con la variacion de la
estructura secundaria de la enzima. Por tal razén, y fuera del contexto de este trabajo, se
esta evaluando el efecto de las propiedades fisico-quimicas a los solventes organicos

sobre la actividad de antiacanthaina por métodos de calculo lineal.

INMOVILIZACION DE ANTIACANTHAINA

Inmovilizacion covalente multipuntual de antiacanthaina en silica-glioxil (SGx)

Los principales avances en la inmovilizacion de enzimas sobre soportes solidos
se han experimentado en la ultima década, en particular en agarosa (Mateo y col., 2006),
aunque los mejores resultados se han obtenido en otros materiales, tales como silica
porosa (Lee y col., 2009). Las principales ventajas que presenta la silica son: alta area
superficial, estabilidad térmica y mecénica, facilidad de manejo, estabilidad para
soportar altas velocidades de flujo en reactores continuos, y resistencia contra el ataque
microbiano y por solventes organicos y carece de toxicidad (Zeglinski y col., 2007).

El control del tamafio de los poros en los soportes siliceos, la morfologia y sus
caracteristicas quimicas ofrecen caracteristicas deseables en la preparacion de
biocatalizadores heterogéneos (Zeglinski y col., 2007; Hisamatsu y col., 2012;
Fukushima y col., 2006). Aunque el tamafio de poro de la silica se ha podido ajustar
para la inmovilizacion de una gran variedad de biomoléculas, aumentando su tamafio
para acomodar enzimas de peso molecular relativamente alto (masa molecular mayor a
100 kDa), sigue siendo un desafio. Los efectos positivos del aumento de tamafio de los
poros son: el aumento de la capacidad de carga de la enzima, el incremento de las

velocidades de difusion de los sustratos a los sitios activos de las enzimas y la mayor
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movilidad/flexibilidad de la enzima dentro de las cavidades, lo que resulta en una mayor
actividad enzimética (Bernal y col., 2011).

Los grupos silanol en la superficie de la silice se pueden modificar por sililacion,
activando estos materiales para la union covalente de la enzima, generando soportes
cuyas superficies permiten diferentes orientaciones de la enzima y por lo tanto mejoran
la biocatélisis (Mateo y col., 2006; Bernal y col., 2018).

Por lo anteriormente expuesto, se estudid la inmovilizacion de antiacanthaina
en glioxil-silica. El soporte mesoporoso siliceo usado para la inmovilizacion de
antiacanthaina fue caracterizado previamente por Bernal y col. (2012).

Este tipo de soporte permitié una alta capacidad de carga de enzima y la
estabilizacion del biocatalizador debido a la unién covalente de mdltiples puntos
enzima-soporte.

La actividad ofrecida de antiacanthaina fue de 49 Ul/ml, lo que equivale a 0,32
Ul/mg de soporte. Luego de la inmovilizacion, la actividad remanente en el
sobrenadante fue de 14 Ul/ml, que equivale a 0,092 Ul/mg de soporte. La diferencia
entre ambas dio una actividad tedrica expresada de 0,23 Ul/mg de soporte.

La actividad experimental expresada de antiacanthaina fue de 0,092Ul/mg de

soporte. Entonces, el rendimiento de inmovilizacion experimental (Ya), fue:

Activided experimental expreasada 0092071 fmg
Ya = — — : x100= ——— = 40% ec. (7)
Actividad teorice ofrecida 0,231 fmg

SELECCION DE LAS CONDICIONES Y PEPTIDOS A
SINTETIZAR POR ViA QUIiMICA, ENZIMATICA Y QUIMO-
ENZIMATICA

Seleccion de péptidos naturales y de novo tomados como modelo para las
reacciones de sintesis, con potencial actividad antimicrobiana y antihipertensiva

La seleccion de los péptidos provenientes de fuentes naturales se realiz6 a partir
de la base de datos BIOPEP (2012), mientras que otros fueron obtenidos de novo a
partir de hidrolizados de derivados casearios en el Laboratorio de Bromatologia (UNSL)
(Bersi y col., 2018). En este ultimo caso, las fracciones hidrolizadas que resultaron mas
promisorias por su alta actividad biologica (anithipertensiva o antimicrobiana) fueron

separadas por cromatografia en gel vertical e identificadas por MS/MS.
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En ambos casos, la busqueda se centr6 en secuencias cortas, preferentemente di
o tripéptidos, con potencial actividad antimicrobiana y antihipertensiva.

Los péptidos modelo seleccionados se muestran en la Tabla 8.

Dichos péptidos fueron posteriormente sintetizados por via quimica y enzimatica
con el objeto de desarrollar metodologias que permitan su produccion en gran escala,
independientemente de la fuente (exotica, estacional y/o sujeta a variabilidad) que los
provee (ej. Sake, sardinas de Japdn, efluentes industriales, agroalimentos, entre otros).
Como ya se menciond en el Capitulo 1: Introduccion, la obtencidn de péptidos a partir
de fuentes naturales no permite su produccion en gran escala debido a la necesidad de
llevar a cabo extensos y costosos procesos de purificacion.

Tabla 8. Péptidos naturales modelo y de novo con potencial actividad

antimicrobiana y antihipertensiva

Péptido Fuente natural Actividad ICso Referencia

modelo bioldgica (uM)

QY f (28-30) k-caseina bovina | Antimicrobiano --- | Loépez Exposito y col., 2006.
YVL f (30-32) k-caseina bovina | Antimicrobiano --- | Lopez Exposito y col., 2006.
LY musculo de sardina (Japén) | Antihipertensivo | 18 | Matsufuji y col., 1994.

VW sake y residuos de sake Antihipertensivo | 1,40 | Saitoy col., 1994.

YL B-lactorfina Antihipertensivo | 122 | Mullally y col., 1996.

YQQ | f (43-45) x-caseina caprina | Antihipertensivo Bersi y col., 2018.

y anticoagulante

Seleccion de las condiciones operacionales para las reacciones de sintesis
enzimatica de péptidos bioactivos

Se seleccionaron como medios de reaccion, un medio inmiscible formado por
buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9) y 50 % (v/v) acetato de etilo, y en un medio miscible
formado por buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) y 30% (v/v) metanol.

Si bien el medio inmiscible formado por buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9) y 50 %
(v/v) hexano le permiti0 a antiacanthaina expresar altas actividades especificas, en
dicho medio solo GIn y Gly mostraron preferencia por la enzima (Tabla 5). Dichos
aminoéacidos no estan incluidos en los péptidos modelo como donador de acilo (Tabla
8).
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Del estudio de preferencias de antiacanthaina en 50 % (v/v) acetato de etilo 0
30% (v/v) metanol, y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) y de los péptidos modelo (Tablas 5
y 8) parece probable que Tyr pueda actuar como donador de acilo de las sintesis
enzimaticas de YVL, YLy YQQ.

Por el contrario, lle y Leu tienen relativamente baja preferencia en los medios
mencionados, por lo cual las probabilidades de sintetizar los péptidos IQY y LY serian
menores. Ademas Trp no actué como sustrato de antiacanthaina en metanol 30 %
(v/v), indicando que en dicho medio seria poco probable la sintesis de VW.

En consecuencia, se selecciond Z-Tyr-pNO como donador de acilo y Val-OH
(Leu-OH o GIn-OH) como nucledfilo para la sintesis enzimética de YVL, YL y YQQ,
0 sus dipéptidos precursores (YV y YQ). La concentracion del donador de acilo se
establecio tomando como base el Km de antiacanthaina A en buffer (0,75 mM), y la
solubilidad de dicho sustrato en los medios de reaccion. Adicionalmente, en el medio
bifasico se determind el coeficiente de particion del donador de acilo entre las fases. Se
establecio una concentracion equimolecular entre el donador de acilo y el nucleofilo.
Sin embargo, en las reacciones de sintesis bajo control cinético, la concentracion de este
altimo se aument6 hasta su limite de solubilidad, con el objeto de maximizar el
rendimiento en producto.

Los sustratos, productos y subproductos de las reacciones de sintesis se
analizaron por RP-HPLC de la forma descripta en el Capitulo 2: Metodologias.

Paralelamente, se sintetizaron los patrones de los péptidos por sintesis quimica
en fase solida y se compararon con los productos de las reacciones de sintesis
enzimatica, mediante el método del estandar externo.

Los productos de las reacciones de sintesis quimica y enzimatica se purificaron y
las estructuras de los péptidos se dilucidaron por espectrometria de masas, para verificar

la identidad de los mismos.

Solubilidad y coeficiente de particién de los sustratos a utilizar en los medios de

reaccion seleccionados para las sintesis enzimaticas de péptidos

La solubilidad de los aminoacidos sintéticos a utilizar como donador de acilo y
nucleofilo permitio conocer la méxima concentracion (saturacion) en el medio de
reaccion elegido; siendo para N-a-CBZ-Tyr-pNO: 1,51 mM y 17,25mM en el medio

miscible (metanol 30% (v/v)) y en el medio bifasico (acetato de etilo 50% (v/v)),
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respectivamente. La solubilidad de Val-OH fue de 75,5mM tanto en el medio miscible
como en el medio bifasico; y la solubilidad de Leu-OH fue de 113,25 mM y 37,75mM
en el medio miscible y en el medio bifasico, respectivamente.

Luego, se determiné el coeficiente de particion (P) para cada aminoacido, ya
que estos se distribuyen de diferente forma entre las fases acuosa y organica, segln su
grado de hidrofobicidad.

El coeficiente de particion (P) se define como la relacion entre las
concentraciones de un componente en la fase acuosa y en la fase organica.

Para ello, una cierta concentracion de cada derivado aminoacidico, previamente
seleccionado como donador de acilo y nucleéfilo de las reacciones de sintesis, fue
disuelto en el medio acuoso - organico e incubado a 25 °C y 200 rpm, durante 12 h. Se
extrajeron sendas muestras de las fases acuosa y organica y se determind la
concentracion del aminoécido en cada fase por RP-HPLC.

__ [Solute en fase orginica]

P= ec. (8)

[Soluto en fase acuosa ]

El coeficiente de particion (P) de N-o-CBZ-Tyr-pNO en acetato de etilo
50%(v/v) fue de 1,28 y en hexano 50%(v/v) fue de 0,23.

SINTESIS QUIMICA EN FASE SOLIDA (SPPS) DE LOS
PATRONES DE LOS PEPTIDOS SELECCIONADOS

Se realizo6 la sintesis en fase sélida de los péptidos tomados como modelo en este
estudio, mediante la estrategia de sintesis secuencial Fmoc/tBu, previamente descripta
en el Capitulo 2: Metodologias.

Los peptidos sintetizados por via quimica son: Tyr-Val-Leu-OH (YVL, con
potencial actividad antimicrobiana), su precursor Tyr-Val-OH (YV) y un analogo de
éste N-0-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV); Tyr-Leu-OH (YL, con potencial actividad
antihipertensiva), y el analogo N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL); Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ,
con potencial actividad antihipertensiva y anticoagulante). Todos ellos son péptidos
carboxi terminal y la pureza fue de 95%.

Las Figuras 11 a 16 muestran los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC y los

espectros de masas de los péptidos sintetizados por SPPS, previamente mencionados.
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Figura 11. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del péptido
carboxi terminal Tyr-Val-Leu-OH (YVL) con potencial actividad antimicrobiana.
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Figura 12. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del péptido

carboxi terminal Tyr-Val-OH (YV); precursor del péptido Tyr-Val-Leu-OH (YVL), con

potencial actividad antimicrobiana.
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Figura 13. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del péptido
carboxi terminal N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV); anélogo del precursor Tyr-Val-OH

(YV), con potencial actividad antimicrobiana.
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Figura 14. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del péptido

carboxi terminal Tyr-Leu-OH (YL), con potencial actividad antihipertensiva.
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Figura 15. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del péptido

carboxi terminal N-o-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL); analogo del precursor Tyr-Leu-OH

(YL), con potencial actividad antihipertensiva.
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carboxi terminal Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ), con potencial actividad antihipertensiva y

anticoagulante.
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SINTESIS ENZIMATICA DE PEPTIDOS BIOACTIVOS EN
SISTEMAS ACUOSO-ORGANICOS

SINTESIS ENZIMATICA DE PEPTIDOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA

Sintesis enzimética de N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL) anélogo a Tyr-Leu-OH, en

sistemas homogéneo y macroheterogéneo

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos cuando se llevo a cabo la
sintesis de N-o-CBZ-Tyr-Leu-OH en un medio bifasico formado por 50 % (v/v) de
acetato de etilo y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9) y un medio miscible formado por 30 %
(v/v) de metanol y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9).

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio bifésico se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control cinético
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 50 % (v/v) acetato de etilo
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de Acilo N-a CBZ-Tyr-pNO (17,25mM)
Enzima antiacanthaina 200puL (8,66Ul/mg)
Nucledéfilo L-Leu-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 17 corresponde a una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control cinético, utilizando el medio bifasico formado por 50
% (v/v) de acetato de etilo y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9), después de 3h de reaccion.
En el mismo se observa: (I) enzima (tr: 3-4,42min), (lI) N-a-CBZ-Tyr-OH (tr: 4,63
min), el producto (1) N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (tr: 5min) y (IV) N-a-CBZ-Tyr-pNO (tr:
14,5min).

La identidad del producto de la reaccion se determiné mediante el método del
estandar externo, utilizando el péptido sintetizado por via quimica (Figura 15).

N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH se purifico mediante una columna Czs, y Se seco en un
equipo concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), para luego

109



verificar su peso molecular por espectrometria de masas LCMS-2020 (Shimadzu),
utilizando un espectrémetro de masas con una interfase de ionizacidn por electrospray
(ESI-MS). El espectro obtenido guard6 total similitud con el patrén de sintesis quimica
en fase solida (SPPS) (Figura 15).
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Figura 17. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 3h de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-pNO y Leu-OH, en
un medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH
9), utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C, 200 rpm. I: enzima; II: N-
a-CBZ-Tyr-OH; I1ll: N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL); IV: N-a-CBZ-Tyr-pNO. Fase

acuosa: linea azul, Fase organica: linea negra.

La Figura 18 muestra el perfil del sustrato limitante (N-a-CBZ-Tyr-pNO),
producto de sintesis (N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH) y producto de hidrolisis (N-a-CBZ-Tyr-
OH) en un medio bifasico formado por 50 % (v/v) acetato de etilo y buffer Tris-HCI 0,1
M (pH 9), a 40°C y 200rpm.
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Figura 18. Variacion de la concentracion de los diferentes componentes de la reaccion
de sintesis enzimatica del dipéptido N-o-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL) en un medio
bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9),
utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C y 200rpm; en funcion del

tiempo.

La Tabla 9 muestra los rendimientos en producto y el grado de conversion del
donador de acilo en la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del péptido
N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH en un medio bifasico formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y
buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9); a 40°C y 200rpm.

Para la cuantificacion de los pardmetros 5 (rendimiento) y as (grado de
conversion del donante de acilo) se definieron y aplicaron las siguientes ecuaciones:

n (rendimiento): representa la cantidad real obtenida de producto, dividida por la
cantidad tedrica maxima que podria obtenerse (100% del sustrato limitante), si todo el
reactivo limitante se consumiera en la reaccion. Se calcula como el porcentaje del
cociente entre la concentracién del producto y la concentracion inicial del reactivo
limitante.

n= ﬂ x 100 ec. (9)
[Se]

as (grado de conversion del donante de acilo) (Trusek-Holownia, 2003): se

calcula a través de la ecuacion (10).
as=[So] - [St] x 100 ec. (10)
[So]
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Donde S, corresponde a la concentracién molar del donador de acilo al tiempo
inicial, mientras que S; es la concentracion del mismo a un tiempo de reaccion

determinado.

Tabla 9. Rendimiento en producto y grado de conversion del donador de acilo en la
sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH, en un medio formado por
acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,AM (pH 9), conteniendo
antiacanthaina libre, a 40°C y 200rpm.

Tiempo de
reaccion | N-a-CBZ-Tyr-pNO | N-a-CBZ-Tyr- |N-0-CBZ-Tyr-OH (;j) (OZO )
(min) (mM) Leu-OH (mM) (mM)

0 7,56 0 0 0 0

5 6,05 0,68 0,83 20 | 9

60 5,85 2,04 0,33 22.62| 27
180 3,78 3,175 0,60 50 | 42

360 3,55 0 4,01 53 | 0

Segun la Tabla 9 el maximo grado de conversion en sustrato fue del 6rden de
50%, en concordancia con el maximo rendimiento en producto (42%), a las 3 h de
reaccion. A partir de alli el péptido sintetizado (N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH) se hidrolizo,
dejando 53% del sustrato limitante sin consumir.

Ademas, el rendimiento en producto de sintesis se vi6 afectado por la conversion
de sustrato en producto de hidrolisis (N-a-CBZ-Tyr-OH).

Como ya se menciond, en una reaccion de sintesis bajo control cinético el
intermediario acil-enzima particiona entre el nucledfilo (amindlisis) y el agua
(hidrolisis). Segun sea la relacion amindlisis/hidrolisis se obtendra mayor cantidad del
dipéptido N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH o del producto de hidrolisis N-a-CBZ-Tyr-OH.

En consecuencia, para optimizar el rendimiento en producto de sintesis (péptido)
se podria aumentar la concentracion del nucleéfilo hasta el limite de solubilidad o bien,
disminuir el contenido de agua en el medio de reaccion, lo que evitaria la formacion del
producto de hidrolisis.

La Tabla 10 muestra los rendimientos en producto después de incrementar 10

veces la concentracion del nucledfilo (Tabla 10).
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Tabla 10. Maximizacion del rendimiento en producto y grado de conversion del
donador de acilo en la reaccion de sintesis de N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH, en un medio
formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9),

conteniendo antiacanthaina libre, a 40°C y 200rpm.

Tiempo de |N-a-CBZ-Tyr-pNO | N-a-CBZ-Tyr-Leu- | N-a-CBZ-Tyr-OH
reaccion (min) (mM) OH (mM) (mM) % |1
0 7,5 0 0 0|0
5 6 0,713 0,78 20 19,5
60 3,75 3 0,75 50 |40
180 1,87 472 0,9 75 | 63
360 1,85 0 5,65 750

El aumento de 10 veces la concentracion de nucleofilo permitio aumentar el
rendimiento en producto en 21%, respecto de la concentracion equimolecular entre
donador de acilo y nucledfilo. Ademas, el grado de conversion del sustrato limitante se

incrementd 25% respecto a aquella condicion.

Las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la reaccion de sintesis bajo

control termodindmico en un medio bifésico se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control Termodinamico
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 50 % (v/v) acetato de etilo
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a CBZ-Tyr-OH (17,25mM)
Enzima antiacanthaina 200puL (8,66Ul/mg)
nucledfilo L-Leu-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 19 corresponde a una muestra de la
fase acuosa (azul) y de la fase organica (negro) de la reaccion de sintesis bajo control
termodinamico, utilizando como medio 50 % (v/v) de acetato de etilo y buffer Tris-HCI
0,1M (pH 9), durante 15h de reaccién. En el mismo se observa: (1) enzima (tr: 3-

4,42min) y (1) N-a-CBZ-Tyr-OH (tr: 4,9min). A diferencia de lo observado en la
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Figura 17 (control cinético) la sintesis del producto esperado N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH, no
fue obtenido en las reacciones de sintesis bajo control termodinamico.
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Figura 19. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
termodinamico por RP-HPLC, durante 15h de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-OH y Leu-
OH, en un medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI
0,1M (pH 9), utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C, 200 rpm. I:

enzima; I1: N-a-CBZ-Tyr-OH. Fase acuosa: linea azul; Fase organica: linea negra.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio miscible se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control cinético
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 30 % (v/v) metanol
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a-CBZ-Tyr-pNO (1,51mM)
Enzima antiacanthaina 200pL (8,66Ul/mg)
Nucledfilo L-Leu-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 20 corresponde a una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control cinético, utilizando como medio 30 % (v/v) de metanol

y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), después de 1 min de reaccién. En el mismo se observa
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() enzima (tr: 1,94-3,5min), (I1) N-a-CBZ-Tyr-pNO (tr: 11,90min), (I11l) N-a-CBZ-
Tyr-OH (tr: 13,40min) y (IV) N-a-CBZ-Tyr-(Leu)2-Leu-OH (tr: 15,03min).

Se tomaron muestras periédicamente hasta las 24h de reaccion, se analizaron en
RP-HPLC y se corrieron blancos de reactivos y de enzima.

Las condiciones de elusién isocratica no permitieron la adecuada separacion de
los analitos, debiendo aplicar elusién por gradiente para lograrla. Las mejores
condiciones de separacién de los analitos, se logré incrementando la composicion de la
fase organica en la fase mavil (acetonitrilo) de forma lineal de 0 % a 40 % durante
20min.

Sin embargo, el producto no correspondié a N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH cuando se

sintetizado por via quimica (Figura 15). Por tal razon, dicho producto fue
purificado mediante una columna Cis, Secado en un equipo concentrador (Thermo
Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), y analizado en un espectrometro de
masas con una interfase de ionizacién por electrospray (ESI-MS), utilizando un equipo
LCMS-2020 (Shimadzu).
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Figura 20. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 1 min de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-pNO y Leu-OH,
en un medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9),
utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C, 200 rpm. I: enzima; II: N-o-
CBZ-Tyr-pNO; lll: N-a-CBZ-Tyr-OH; IV: N-a-CBZ-Tyr-(Leu)z-Leu-OH (Z-YLLL).

La Figura 21 muestra el espectro de masas correspondiente al producto obtenido

(IV) en la reaccién de sintesis bajo control cinético presentado en la Figura 20.
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Figura 21. Espectrd de masas correspondiente a N-a-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-OH (Z-
YLLL) obtenido por sintesis enzimatica bajo control cinético en un medio miscible
formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), utilizando
antiacanthaina libre como catalizador; a 40°C y 200rpm. m/z: 654,85 (N-a-CBZ-Tyr-
(Leu)2-Leu-OH); m/z: 520,38 (Tyr-(Leu)s); m/z: 426,73 (N-a-CBZ-Tyr-Leu); m/z:
384,69 (fragmento C2oH22N30s); m/z: 248,83 (fragmento C12H14N303).

La Figura 22 muestra la variacion de la concentracion de sustrato limitante (N-a-
CBZ-Tyr-pNO), de producto de sintesis (N-a-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-OH) y de producto
de hidrdlisis (N-a-CBZ-Tyr-OH) en funcion del tiempo de reaccion. De acuerdo con la
misma una alta concentracién en producto se alcanza en los primeros minutos de
reaccion, pero al cabo de 30 min el producto se hidrolizd totalmente dejando sin

convertir 13% del sustrato limitante.
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Figura 22. Variacion de la concentracion de los diferentes componentes de la reaccion
de sintesis enzimatica del tetrapéptido N-a-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-OH (Z-YLLL), en un
medio miscible formado por metanol (30 % (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9),
utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C y 200rpm; en funcion del
tiempo.

La Tabla 11 presenta los rendimientos en producto y el grado de conversion del
donante de acilo en la reaccion de sintesis enzimética bajo control cinético del péptido
N-a-CBZ-Tyr -(Leu) 2-Leu-OH en un medio formado por metanol (30%(v/v)) y buffer
Tris-HCI 0,1M (pH 9); a 40°C y 200rpm. Para la determinacion de los pardmetros 7 y os

se utilizaron las ec. (9) y (10), respectivamente.

Tabla 11. Rendimiento en producto y grado de conversion del donador de acilo en
la sintesis enzimatica bajo control cinético del péptido N-a-CBZ-Tyr-(Leu)2-Leu-
OH en un medio formado por metanol (30%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9);
conteniendo antiacanthaina libre, a 40°C y 200rpm.

) N-a-CBZ-Tyr- | N-a-CBZ-
Tiempo de | N-a-CBZ-Tyr-pNO
: (mM) (%) | (%)
(min) (mM) (mM)
0 151 0 0 0 0
1 0,2 1,306 0 86 86,49
5 0,2 0,98 0,32 87 164,90
15 0,2 0,41 0,9 87 27,15
30 0,2 0 0,9 87 0
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De acuerdo a los resultados expresados en la Tabla 11, antiacanthaina en
metanol (30%(v/v)) fue capaz de sintetizar el tetrapéptido N-o-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-
OH con un rendimiento maximo de 86,5%. Sin embargo, los rendimientos obtenidos

disminuyeron rapidamente debido a la hidrolisis del producto a partir de los 5 min.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control termodindmico en un medio miscible se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control Termodinamico
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 30 % (v/v) metanol
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a- CBZ-Tyr-OH (1,51mM)
Enzima antiacanthaina 200puL (8,66Ul/mg)
Nucledfilo L-Leu-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 23 corresponde a una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control termodindmico, utilizando como medio 30 % (v/v) de
metanol y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), durante 15h de reacciéon. En el mismo se
observa: (1) enzima (tr: 2-3,6min) y (1) N-a-CBZ-Tyr-OH (tr: 13,9min).

De acuerdo a lo observado en la Figura 23 cuando el donador de acilo no esta

activado, la sintesis entre N-a-CBZ-Tyr-OH y L-Leu-OH no procede.
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Figura 23. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
termodindmico por RP-HPLC, durante 15h de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-OH y Leu-
OH, en un medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M
(pH 9), utilizando antiacanthaina libre como catalizador; a 40°C, 200 rpm. I: enzima; II:
N-a-CBZ-Tyr-OH.

Sintesis enzimética de N-a-CBZ-Tyr-GIn-OH (Z-YQ), analogo del precursor (Tyr-
GIn-OH) del tripéptido Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ), en sistemas homogéneo y

macroheterogéneo

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo
control cinético en un medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer
Tris-HCI 0,1M (pH 9) y en un medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y
buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) fueron las mismas que para N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH. Sin
embargo, en este caso la sintesis del dipéptido no se obtuvo en los medios citados, tanto

bajo control cinético como bajo control termodinamico.

Es probable que la alta preferencia de antiacanthaina por GIn en el medio
bifasico (90%), en relacion al derivado Tyr (70%), haya impedido el uso de éste ultimo

como donador de acilo por parte de la enzima (Tabla 5).

En resumen:
La enzima antiacanthaina cataliz6 la sintesis de diferentes productos segun el

medio de reaccion utilizado.
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El péptido N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (anédlogo al péptido natural con actividad
antihipertensiva Tyr-Leu-OH), se obtuvo un bajo rendimiento de 63% en un medio
bifasico formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,AM (pH 9).

Bajo las mismas condiciones, en un medio miscible formado por metanol
(30%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) se obtuvo el tetrapéptido N-a-CBZ-Tyr-
(Leu)2-Leu-OH, con un rendimiento maximo de 86,50%.

Cuando el sustrato donador de acilo no estaba activado la sintesis no procedio,
independientemente del medio de reaccion, razén por la cual el producto no pudo

sintetizarse bajo control termodindmico.

SINTESIS ENZIMATICA DE PEPTIDOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

Sintesis enzimética de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV), anélogo del precursor (Tyr-
Val-OH) de Tyr-Val-Leu-OH (YVL), en sistemas homogéneo y macroheterogéneo

A continuacion se muestran los resultados obtenidos cuando se llevé a cabo la
sintesis de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH en un medio bifasico formado por acetato de etilo
(50% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,AM (pH 9) y en un medio miscible formado por
metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9).

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio bifésico se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control cinético
Medio de reaccién buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 50 % (v/v) acetato de etilo
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a CBZ-Tyr-pNO (17,25mM)
Enzima antiacanthaina 200puL (8,66Ul/mg)
Nucledfilo L-Val-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 24 corresponde a una muestra de la

reaccion de sintesis bajo control cinético, utilizando el medio formado por 50 % (v/v) de
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acetato de etilo y buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9, después de 1 h de reaccion. En el
mismo se observa: (I) enzima (tr: 3,-4,42min), (11) el producto N-a-CBZ-Tyr-Val-OH
(tr: 5,27 min) y (111) N-a-CBZ-Tyr-pNO (tr: 14,5min).

La identidad del producto de la reaccion (N-a-CBZ-Tyr-Val-OH), se determind
inicialmente mediante el método del estandar externo, utilizando el péptido sintetizado
por via quimica (Figura 13). N-a-CBZ-Tyr-Val-OH se purific6 mediante una columna
Cis, Y Se secO en un equipo concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA
SpeedVac), para luego verificar su peso molecular por espectrometria de masas LCMS-
2020 (Shimadzu), utilizando un espectrometro de masas con una interfase de ionizacion
por electrospray (ESI-MS). El espectro obtenido guardd total similitud con el patrén de

sintesis quimica en fase solida (SPPS) (Figura 13).
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Figura 24. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 1 h de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-pNO y Val-OH, en
un medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH
9), utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C, 200 rpm. I: enzima, II: N-
a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV), lll: N-0-CBZ-Tyr-pNO. Fase acuosa: linea azul, Fase

organica: linea rosa, Patron externo: linea negra.
La Figura 25 muestra la variacion de la concentracion del sustrato limitante (N-

a-CBZ-Tyr-pNO), producto de sintesis (N-a-CBZ-Tyr-Val-OH) y producto de
hidrolisis (N-o-CBZ-Tyr-OH) de la reaccion de sintesis enzimética, en un medio
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bifasico formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH9), a 40°C

y 200 rpm.

Concentracion (mM)

—=— N-o-CBZ-Tyr-pNO

o N-o-CBZ-Twr-Val-OH

—i— N-o0-CBZ-Tvr-OH

200

Tiempo (min)

Figura 25. Variacion de la concentracion de los diferentes componentes de la reaccion
de sintesis enzimatica del dipéptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV), en un medio
bifasico formado por acetato de etilo (50 % (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9),

utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C y 200rpm; en funcion del

tiempo.

La Tabla 12 presenta los rendimientos en producto () y el grado de conversion

del donante de acilo (as) de la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del

péptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH en un medio formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y

buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9). Para cuantificar dichos parametros se utilizaron las

ecuaciones (9) y (10).

Tabla 12. Rendimiento en producto y grado de conversion del donador de acilo en la

sintesis enzimética del péptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH en un medio formado por
acetato de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9); conteniendo antiacanthaina
libre, a 40°C y 200rpm.

T;gggﬁ)ge N-a-CBZ-Tyr-pNO | N-0-CBZ-Tyr-Val-OH | N-a-CBZ-Tyr- | as | 7
: (mM) (mM) OH(MM) | %) | (%)
(min)
0 7,56 0 0 0 | 0
5 5,64 0 1,92 2539] 0
60 2,75 1,41 3,39 63,54 18,65
240 0 3,20 2,95 100 | 42,32
360 0 0 6,15 100 | 0
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Si bien el grado de conversién de sustrato (limitante) maximo se alcanzo a las 4h
de reaccion y fue de 100%, s6lo se obtuvo 42,32% de conversion en el producto
deseado (N-a-CBZ-Tyr-Val-OH). Por tal razon, se incrementd la concentracion del
nucleofilo en 10 veces con la finalidad de maximizar 7. Los resultados se presentan en
la Tabla 13.

Tabla 13. Maximizacion del rendimiento en producto de la reaccion de sintesis
enzimatica del péptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH en un medio formado por acetato de
etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9); conteniendo antiacanthaina libre,

a 40°C y 200rpm.
Tr':gc‘:glooge N-a-CBZ-Tyr-pNO |N-0-CBZ-Tyr-Val-OH | N-a-CBZ-Tyr-OH | as | 7
: (mM) (mM) (mM) (%) | (%)
(min)
0 7,56 0 0 00
5 5,75 0,91 0,9 24 | 12
60 3,55 2,49 1,515 53 | 33
240 0,75 3,93 2,87 90 | 52
360 0,75 0 6,81 9 | 0

Segun la Tabla 13, cuando la concentracion del nucledfilo (Val-OH) se
incremento 10 veces (75,5 mM), que es la concentracion maxima que permite el limite
de solubilidad en el medio de reaccion, se obtuvo el 90% de conversion del sustrato
donador de acilo y un rendimiento en producto de 52%. Probablemente, este Gltimo
valor podria ser mejorado disminuyendo la concentracién de agua en el medio de
reaccion, ya que es solo 10% mas alto que trabajando en concentraciones

equimoleculares de los sustratos.

Las condiciones bajo las cuales se llevd a cabo la reaccion de sintesis bajo

control termodindmico en un medio bifésico se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control Termodinamico
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 50 % (v/v) acetato de etilo
Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a CBZ-Tyr-OH (17,25mM)
Enzima antiacanthaina 200puL (8,66Ul/mg)
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Nucleofilo L-Val-OH (7,55mM)

Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 26 corresponde a una muestra de la
fase acuosa (azul) y de la fase organica (negro) de la reaccion de sintesis bajo control
termodinamico, utilizando como medio 50 % (v/v) de acetato de etilo y buffer Tris-HCI
0,1M (pH 9), durante 15h de reaccion. En el mismo se observa: (I) enzima (tr: 3-
4,42min) y (I1) N-a-CBZ-Tyr -OH (tr: 4,9min).

El producto esperado N-a-CBZ-Tyr-Val-OH, no fue obtenido en las reacciones
de sintesis bajo control termodindmico. Nuevamente, es evidente que antiacanthaina
necesita tener como sustrato donadores de acilo activados para poder funcionar como

catalizador de las sintesis de péptidos propuestas.
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Figura 26. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
termodinamico por RP-HPLC, durante 15h de reaccién con N-0-CBZ-Tyr-OH y Val-
OH, en un medio bifasico formado por acetato de etilo (50% (v/v)) y buffer Tris-HCI
0,1M (pH 9), utilizando antiacanthaina libre como catalizador; a 40°C, 200 rpm. I:
enzima; I1: N-a-CBZ-Tyr-OH.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio miscible se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion: Control cinético
Medio de reaccion buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 30 % (v/v) metanol

Condiciones de reaccion 40°C, 200rpm
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Activador 2-mercaptoetanol (20mM)
Donador de acilo N-a-CBZ-Tyr-pNO (1,51mM)
Enzima antiacanthaina 200pL (8,66Ul/mg)
Nucledfilo L-Val-OH (7,55mM)
Base aceptora de H* trietilamina (7,55mM)

El cromatograma presentado en la Figura 27 corresponde a una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control cinético, utilizando como medio 30 % (v/v) de metanol
y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), después de 1 min de reaccién. En el mismo se observa:
(I) enzima (tr: 1,94-3,40min), (I1) N-a-CBZ-Tyr-pNO (tr: 11,93min), (l1l) N-a-CBZ-
Tyr-OH (tr: 13,31min) y (IV) N-a-CBZ-Tyr-(Val).Val-OH (tr: 14,84min).

Las condiciones de elusion isocratica no permitieron la adecuada separacion de
los analitos, debiendo aplicar elusién por gradiente para lograrla. Al incrementar la
composicion de la fase movil en la fase organica (acetonitrilo) de forma lineal de 0 % a
40 % durante 20min, se logré una adecuada separacion de los analitos (Figura 27). Se
tomaron muestras periédicamente hasta las 24h de reaccion, se analizaron por RP-

HPLC y se corrieron blancos de reactivos y de enzima.
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Figura 27. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 1 min de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-pNO y Val-OH,
en un medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9),
utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C, 200 rpm. I: enzima; II: N-o-
CBZ-Tyr-pNO; lll: N-a-CBZ-Tyr-OH; IV: N-a-CBZ-Tyr-(Val).-Val-OH (Z-YVVV).
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La Figura 28 muestra la variacion de la concentracion de sustrato limitante (N-a-
CBZ-Tyr-pNO), de producto de sintesis(N-a-CBZ-Tyr-(Val).-Val-OH) y de producto
de hidrdlisis en funcién del tiempo de reaccion.

De acuerdo con la misma, una alta concentracion en producto se alcanza en los

primeros minutos de reaccion, pero al cabo de 15 minutos el producto se hidrolizo
totalmente.

—a—N-0-CBZ-Tyr-pNO
—a—N-u-CBZ-Tyr-(Val),-Val-OH
16 —A—N-a-CBZ-Tyr-OH

Concentracion (mM)

Timm}o (min)h
Figura 28. Variacion de la concentracion de los diferentes componentes de la reaccion
de sintesis enzimatica del tetrapéptido N-a-CBZ-Tyr-(Val)2-Val-OH (Z-YVVV), en un
medio miscible formado por metanol (30 % (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 9),

utilizando antiacanthaina libre como catalizador, a 40°C y 200rpm; en funcion del
tiempo.

A diferencia de lo observado en la reaccion de sintesis bajo control cinético de
N-a-CBZ-Tyr-Val-OH en 50% (v/v) de acetato de etilo y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9)
(Figura 24), el producto esperado (N-a-CBZ-Tyr-Val-OH) no fue obtenido en las
reacciones de sintesis bajo control cinético en el medio miscible citado. En cambio, la
enzima fue capaz de sintetizar otro producto Z-Tyr-(Val)-Val-OH, el cual fue
dilucidado por espectrometria de masas (Figura 29).
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Figura 29. Espectro_de masas correspondiente a N-a-CBZ-Tyr-(Val)z-Val-OH (Z-
YVVV) obtenido por sintesis enzimatica bajo control cinético en un medio miscible
formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), utilizando
antiacanthaina libre como catalizador; a 40°C y 200rpm. m/z: 612,58 (N-a-CBZ-Tyr-
(Val)2-Val-OH); m/z: 478,58 (Tyr-(Val)s); m/z: 412,32 (N-a-CBZ-Tyr-Val); m/z:
370,32 (fragmento C19H19N303); m/z: 235,32 (fragmento C11H12N303).

La Tabla 14, presenta los rendimientos en producto y grado de conversion del
donador de acilo de la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del péptido
N-a-CBZ-Tyr-(Val).-Val-OH en un medio formado por metanol (30% (v/v)) y buffer
Tris-HCI 0,1M (pH 9). Para el andlisis y cuantificacion de los productos obtenidos se
utilizaron los parametros de rendimiento () y grado de conversion (as) previamente

definidos en las ecuaciones (9) y (10).
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Tabla 14. Rendimiento en producto y grado de conversion del donador de acilo en
la sintesis enzimética bajo control cinético del péptido N-a-CBZ-Tyr-(Val)2-Val-
OH en un medio formado por metanol (30%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9);

conteniendo antiacanthaina libre, a 40°C y 200rpm.

Tledrgpo N-0-CBZ-Tyr-pNO | N-0-CBZ-Tyr- o | 1
reaccion (mM) (Va')(zr;]\(/?)"OH N-a-CBZ-Tyr-OH | (%)| (%)
(min) (mM)

0 151 0 0 0| o
1 0 150 0 100 99,33
5 0 145 0 100| 9
15 0 0 1,45 100

30 0 0 1,45 100

Segun la Tabla 14, un rendimiento maximo de 99,33% se obtuvo a partir del
comienzo de la reaccién de sintesis, pero a partir de los 5 min descendié debido a la

hidrolisis del producto. El grado de conversion de sustrato 100% (Figura 28).

Las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la reaccion de sintesis bajo

control termodindmico se detallan a continuacion:

Control Termodinamico
buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 9
y 30 % (v/v) metanol
40°C, 200rpm
2-mercaptoetanol (20mM)
N-a- CBZ-Tyr-OH (1,51mM)
antiacanthaina 200pL (8,66Ul/mg)
L-Val-OH (7,55mM)
trietilamina (7,55mM)

Mecanismo de reaccion:

Medio de reaccién

Condiciones de reaccion

Activador

Donador de acilo

Enzima

Nucleofilo

Base aceptora de H*

El cromatograma presentado en la Figura 30 corresponde a una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control termodindmico, utilizando como medio 30 % (v/v) de
metanol y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9), durante 5h de reaccion. En el mismo se
observa: (1) enzima (tr: 2-3,6min) y (1) N-a-CBZ-Tyr-OH (tr: 13,9min).
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termodindmico por RP-HPLC, durante 5h de reaccion con N-a-CBZ-Tyr-OH y Val-OH,
en un medio miscible formado por metanol (30% (v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9),
utilizando antiacanthaina libre como catalizador; a 40°C, 200 rpm. I: enzima; II: N-o-
CBZ-Tyr-OH.

De acuerdo a lo observado en la Figura 30, cuando el donador de acilo no esta

activado, la sintesis entre N-a-CBZ-Tyr-OH y L-Val-OH no procede.

Sintesis de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV) en un sistema continuo (acetato de etilo)

con baja aw (Xw: 1x10®), usando antiacanthaina inmovilizada

Si bien antiacanthaina fue capaz de catalizar la sintesis de N-a-CBZ-Tyr-Val-
OH y N-0-CBZ-Tyr-Leu-OH en un medio bifasico formado por acetato de etilo
(50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9); los rendimientos mé&ximos en productos (1)
fueron del orden de 52% (a las 4h de reaccién) y de 63% (a las 3h de reaccion),
respectivamente; pero luego cayeron drasticamente debido a la hidrolisis del producto

favorecida por la presencia de 50% (v/v) de fase acuosa en el medio de reaccion.

Ademas, si bien el grado de conversion de sustrato limitante (as) fue alto en
todos los casos, la reaccion de hidrdlisis del donador de acilo (Z-Tyr-pNO) tuvo
supremacia sobre la reaccion de formacién de la unién peptidica, produciendo

rapidamente el producto de hidrolisis Z-Tyr-OH.

Este hecho obedecid a que la reaccion competitiva de la sintesis peptidica, que

es la reaccion de hidrolisis del donador de acilo (cuando el nucleéfilo es agua), se vio
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también favorecida por la presencia de un alto contenido acuoso en el medio. La
concentracion del agua pura en la fase acuosa del medio bifasico es aproximadamente
55M, mientras los nucleofilos (Val-OH y Leu-OH) tienen un limite de solubilidad de
75,5 mM y 37,75 mM, respectivamente, en el sistema bifasico acetato de etilo
(50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9). Es por ello que lo ideal seria reducir el
contenido acuoso en el medio de reaccion para aumentar los rendimientos en producto

(péptido) en las reacciones de sintesis.

Sin embargo, al disminuir la proporcion de la fase acuosa en un medio bifasico
formado por acetato de etilo-buffer condujo a una drastica reduccion de la actividad
especifica de antiacanthaina, siendo < a 5% de la obtenida en buffer Tris-HCI 0,1M
(pH 9) (Figura 8).

Estas son las razones que condujeron a pensar que para utilizar antiacanthaina
en acetato de etilo con baja actividad de agua (Xw: 1x107), era indispensable aumentar
la estabilidad de la enzima mediante un método de inmovilizacion.

Se utilizé antiacanthaina inmovilizada en silica-glioxil como catalizador de las
reacciones de sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH, en acetato de
etilo con baja aw (Xw: 1x10°). Dicho soporte permitié una alta capacidad de carga,
adecuada estabilidad enzimatica al cabo de 5 h en acetato de etilo con baja aw (Xw:
1x107°) y un rendimiento de inmovilizacion de 40%.

La separacion de los componentes de las reacciones de sintesis bajo control
cinético de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH, utilizando la enzima inmovilizada en silica-glioxil
se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Separacion de los componentes de la reaccion de

20

sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 30 min de reaccién con N-a-CBZ-Tyr-pNO y Val-OH,

en acetato de etilo con baja aw (Xw: 1 x 107), utilizando antiacanthaina inmovilizada en

silica-glioxil como catalizador, a 40°C y 200 rpm. I: enzima (tr: 3,2min); 1I: el producto
Z-YV (tr: 3,82min); llI: Z-Y-pNO (tr: 16,01min).

Los rendimientos en producto (;) y el grado de conversion de los sustratos

limitantes (os) de la reaccion previamente descripta se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Rendimiento en producto y grado de conversion del donador de acilo en

la sintesis bajo control cinético del péptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH, en un medio

formado por acetato de etilo con baja aw (Xw: 1 x 107) utilizando antiacanthaina

inmovilizada en silica-glioxil; a 40°C y 200rpm.

Tiempo de reaccién | Area del producto | Area Z-Tyr-PNO os n
(min) mAU.min mAU.min (%) (%)
0 0 33 0 0
1 4,13 32,51 15 12
5 4,79 15,25 54 14
30 4,79 13,96 57,7 14
60 0 14 57,6 0

Segun la Tabla 15 un rendimiento maximo de 14% se obtuvo a partir de los 5

min, pero a partir de los 30 min descendio debido a la hidrolisis del producto. Estos

valores son significativamente mas bajos que los encontrados en acetato de etilo (50%

131



(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) (Tabla 13). No obstante, la Xw: 1x10 deberia ser
optimizada.

El grado de conversion de sustrato se mantuvo en niveles elevados 58% lo que
podria deberse a la presencia de un subproducto (tr: 4,3min, Figura 31). Es importante
sefialar que estos resultados son preliminares y que es necesario constatar la posible
formacion de subproductos de la reaccién mediante separacion de los componentes en

RP-HPLC con gradiente de elusion.

SINTESIS QUIMO-ENZIMATICA DE UN PEPTIDO HIBRIDO

Sintesis quimo-enzimatica del péptido hibrido N-e-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH (Z-

YLL) en un sistema macroheterogéneo

Como se demostro previamente, por sintesis enzimatica fue posible obtener el
dipéptido N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH, andlogo de Tyr-Leu-OH con potencial actividad
antihipertensiva (Mullally y col., 1996). Este dipéptido proviene de la B-lactorfina (Tyr-
Leu-Leu-Phe), que es un derivado de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina.

Con el objeto de indagar la actividad antihipertensiva de N-o-CBZ-Tyr-Leu-
Leu-OH anélogo al precursor (Tyr-Leu-Leu de la B-lactorfina) se disefid su sintesis por
via quimo-enzimatica en dos etapas.

Inicialmente, sintetizamos por SPPS el dipéptido Leu-Leu y lo utilizamos como
nucledfilo de la sintesis enzimatica, utilizando N-a-CBZ-Tyr-pNO como donador de
acilo, en un medio formado por acetato de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH
9).

El cromatograma presentado en la Figura 32 corresponde al tripéptido hibrido
obtenido por via quimoenzimatica, previa purificacion con columna Cig y secado en
equipo con concentrador (Thermo Scientific Savant ™ SPD131DDA) para luego ser
analizado en un espectrometro de masa, con una interfase de ionizacion por electrospray
(ESI-MS) utilizando un equipo LCMS-2020 (Shimadzu).
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Figura 32.Cromatograma obtenido por (a) RP-HPLC (b) espectrometria de masa del
tripéptido hibrido N-a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH (Z-YLL); obtenido por via quimo-

enzimatica.
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ACTIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO DE LOS PEPTIDOS
SINTETIZADOS

Actividad antihipertensiva in vitro de N-a-CBZ-Tyr-Leu-OH (Z-YL), Tyr-Leu-OH
(YL), N-a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH (Z-YLL) y Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ)

La actividad antihipertensiva de N-o-CBZ-Tyr-Leu-OH (anélogo de Tyr-Leu-
OH, sintetizado por via enzimatica), Tyr-GIn-GIn-OH (péptido de novo, sintetizado por
SPPS) y N-0-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH (péptido hibrido, sintetizado por via quimo-
enzimatica); se evalu6 como actividad inhibitoria de la ECA en ensayos in vitro. Para
ello, se prepard una solucion stock de Abz-FRKk-(Dnp) P-OH (FRET) en DMSO 100%
(1 mg/ml) y a partir de ésta, diferentes diluciones para construir una curva de
calibracion (Figura 33), y se realizd una curva de actividad de ECA para determinar la
actividad inicial de la misma en funcion del tiempo, utilizando FRET como sustrato
(Figura 34). Ademas, se realiz6 una curva de inhibicion de ECA frente a distintas

concentraciones de un inhibidor comercial de la enzima captopril (Figura 35).
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Figura 33. Curva de calibrado del sustrato de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) Abz-FRK-(Dnp)P-OH (FRET) en DMSO.
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Figura 34. Actividad enzimatica de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
frente al sustrato Abz-FRK (Dnp)P-OH (FRET) en DMSO, en funcion del tiempo.
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Figura 35 Perfil de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) frente al
inhibidor comercial captopril, utilizando Abz-FRK (Dnp)P-OH (FRET) en DMSO.

Finalmente, se estudio la capacidad inhibitoria de la ECA por parte de N-o-
CBZ-Tyr-Leu-OH, Tyr-Leu-OH, Tyr-GIn-GIn-OH y N-a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH, en
comparacion con el inhibidor comercial captopril. La Tabla 16 muestra los porcentajes
de inhibicion de la ECA obtenidos al incorporar 100mg/ml de los péptidos en estudio.
Sorprendentemente el péptido hibrido (N-a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH), sintetizado por via
guimo-enzimatica en nuestro laboratorio, present6 un porcentaje de inhibicién
notablemente superior (93%) a Tyr-Leu-OH (84%), tomado como modelo en este

estudio.
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Tabla 16. Porcentajes de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) en presencia de los péptidos sintetizados.

Péptido mg/ml % Inhibicion ICs0 (MM)
Z-YL 100 53 -
YL 100 84 0,122(1)
YQQ 100 85 0,61
Z-YLL 100 93 0,60
Captopril 100 100 0,21x10*(2)

(1) Segn Mullaly y col. (1996). (2) Ondetti y Cushman (1982).

Por otra parte el péptido Tyr-GIn-GIn-OH sintetizado (de novo) en nuestro
laboratorio por SPPS presenté un porcentaje de inhibicion de la ECA de 85%. Este
valor es similar al informado por Mullally y col. (1996) para el péptido Tyr-Leu-OH
(84%) (Tabla 16).

Segun la bibliografia el péptido natural Tyr-Leu-OH presenta 1Cso: 0,122mM
(Mullally y col., 1996). El nuevo péptido hibrido sintetizado por via quimo-enzimatica
(N-a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH), produjo un claro perfil inhibitorio de la ECA (Tabla 16),
que se tradujo en una ICso: 0,60mM. Si bien este valor es cinco veces superior al
informado para Tyr-Leu-OH, es probable que dicha diferencia se deba a la metodologia
utilizada para medir la actividad inhibitoria de la ECA. Justamente, el problema que se
plantea al medir la actividad antihipertensiva in vitro como actividad inhibitoria de la
ECA es la seleccién de la metodologia a utilizar, ya que no existe un método
estandarizado para tal determinacién (Liy col., 2005, Carmona y col., 2006 y Corrons
y col., 2012).

Si se comparar los porcentajes de inhibicion de la ECA para Tyr-Leu-OH y N-a-
CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH en la Tabla 16 se advierte que el segundo muestra mayor
inhibicién que el primero, usando el procedimiento descripto en el Capitulo 2:
Metodologias. Si bien, estos valores seran corroborados por una nueva metodologia que
se esta poniendo a punto en nuestro laboratorio, es evidente que Tyr-GIn-GIn-OH y N-
a-CBZ-Tyr-Leu-Leu-OH son promisorios agentes antihipertensivos. No obstante,
mayores estudios de actividad inhibitoria y toxicidad deben ser llevados a cabo para
evaluar la efectividad e inocuidad de los péptidos mencionados, mecanismos

moleculares de actividad, farmacocinética y posibles efectos adversos.
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Actividad antimicrobiana in vitro de N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV), Tyr-Val-OH
(YV)y Tyr-Val-Leu-OH (YVL)

La actividad antimicrobiana de Tyr-Val-Leu-OH (sintetizado por SPPS); Tyr-
Val-OH (precursor de Tyr-Val-Leu-OH, sintetizado por SPPS) y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH
(anélogo del precursor Tyr-Val-OH, sintetizado por via enzimatica); se evalu6 en un
cultivo de bach a escala de laboratorio, frente a una cepa grampositiva (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) y frente a una cepa gramnegativa (Escherichia coli ATCC
25922).

Para ello, se prepararon nueve erlenmeyers conteniendo 10 ml de caldo Muller-
Hinton, adicionados con concentraciones crecientes de los péptidos de interés (0-50
ug/ml). Paralelamente, se corrieron sendos blancos en idénticas condiciones pero sin
péptido. Luego de la inoculaciéon del caldo con 0,2ml de cada microorganismo a
estudiar, se siguieron las cinéticas de crecimiento microbiano por espectrofometria. Se
calcularon los valores de In N (ufc/ml) y se graficaron las correspondientes curvas de
crecimiento.

En las Figuras 36 a 38 se ilustran las curvas de crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 un caldo de cultivo Muller-Hinton, en presencia de (0-50ug/ml)
Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-OH y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH. A partir de ellas, se calcularon
las velocidades especificas de crecimiento (u, 1/min) (Figura 39).
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Figura 36. Cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923, en caldo
Muiller-Hinton en ausencia y presencia del tripéptido Tyr-Val-Leu-OH (YVL) (25ug/ml
y 50 pg/ml); a 37°C y 180rpm.
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Figura 37. Cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923, en caldo

Muiller-Hinton en ausencia y presencia del dipéptido Tyr-Val-OH (YV) (25ug/ml y 50
pg/ml); a 37°C y 180rpm.
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Figura 38. Cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923, en caldo

Mdiller-Hinton en ausencia y presencia del dipéptido N-o-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV)
(25ug/ml y 50 pg/ml); a 37°C y 180rpm.

De las Figuras 36 a 38, se deduce que tanto el precursor YV como el anélogo del

precursor Z-YV produjeron mayor inhibicion de la velocidad de crecimiento de S.
aureus ATCC 25923 que el péptido modelo YVL.

A partir de la Figura 39, se obtuvo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de

cada uno de los péptidos estudiados frente a S. aureus.
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Figura 39. Dependencia de la velocidad especifica de crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, en caldo Miuller-Hinton, a 37°C y 180rpm; en funcion de la
concentracion de: Tyr-Val-Leu-OH (YVL), Tyr-Val-OH (YV) y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH
(Z-YV).

Las CIM para Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-OH y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH fueron
57 pg/ml, 49ug/ml y 50ug/ml, respectivamente. Estos resultados fueron 83, 57 y 61%
mayores que la CIM de oxacilina (31,1ug/ml) frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Talia, 2011). En consecuencia, los péptidos Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-OH y N-
a-CBZ-Tyr-Val-OH presentaron una accion antimicrobiana moderada contra S. aureus,

mas compatible con un efecto bacteriostatico que bactericida.

Las Figuras 40 a 42, se ilustran las curvas de crecimiento de Escherichia coli
ATCC 25922 en caldo de Muller-Hinton, en presencia de Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-
OH y N-0-CBZ-Tyr-Val-OH (0-50pg/ml), respectivamente. A partir de ellas, se

calcularon las velocidades especificas de crecimiento (u, 1/min) (Figura 43).
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Figura 40. Cinética de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 en caldo Muller-

Hinton, en ausencia y presencia del dipéptido Tyr-Val-Leu-OH (YVL) (25 pg/mly
50pg/ml), a 37°C y 180rpm.

-
e

LA

E coli ATCC 25922
W Testigo
® 50 pg/ml YV

léﬂ Eéﬂ
Tiempo (min)

T
100

300

Figura 41. Cinética de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 en caldo Muller-

Hinton, en ausencia y presencia del dipéptido Tyr-Val-OH (YV) (50ug/ml), a 37°C y

180rpm.
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Figura 42. Cinética de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 en caldo Muller-
Hinton, en ausencia y presencia del dipéptido N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV) (25 pg/ml

y 50ug/ml), a 37°C y 180rpm.

A diferencia del efecto observado frente a S. aureus ATCC 25923, el precursor
(YV) y el andlogo a éste (Z-YV) no produjeron diferencias significativas sobre la
velocidad de crecimiento de E. coli ATCC 25922 con respecto al péptido modelo YVL.

A partir de la Figura 43, se obtuvo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de

cada uno de los péptidos estudiados.

0.028
L E. coli ATCC 25922
YVL
oYV

mZ-YV

0,020+

u (min'l)

0,016

T T .
0 20 40 60
Concentracion (ug/ml)

Figura 43. Dependencia de la velocidad especifica de crecimiento de Escherichia coli
ATCC 25922 en caldo Miller-Hinton, a 37°C y 180rpm, en funcion de la concentracion
de Tyr-Val-Leu-OH (YVL), Tyr-Val-OH (YV) y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV).
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Las CIM para Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-OH y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH fueron de
32 pg/ml, 57 pg/ml y 54 pg/ml, respectivamente. Estos resultados fueron 1,5; 2,6 y 2,5
veces mayores que la CIM de &acido nalidixico (21,7ug/ml ) frente a Escherichia coli
ATCC 25922 (Talia, 2011). En consecuencia, los péptidos Tyr-Val-Leu-OH, Tyr-Val-
OH y N-0-CBZ-Tyr-Val-OH, presentaron una accion antimicrobiana leve contra E. coli,

mas compatible con un efecto bacteriostatico que bactericida.

OTRAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS PEPTIDOS SINTETIZADOS

Actividad anticoagulante in vitro de Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ)

La bioactividad de un péptido esta determinada por su composicién y secuencia
de aminoécidos, y muchos de ellos han revelado propiedades multifuncionales (Mora y
col., 2014; Singh y col., 2014; Guzmén y col., 2007).

En nuestro laboratorio, los péptidos obtenidos por sintesis quimica y enzimatica,
0 de fuentes naturales; son habitualmente investigados en torno a sus actividades
antimicrobianas, antihipertensivas, anticoagulantes, antiinflamatorias, citoprotectora
gastroduodenal, anti quorum sensing, irritante dérmica y alergolégicas (Barberis y col.,
2015; Origone y col., 2015; Barberis y col., 2018; Origone y col., 2018; Barcia y col.,
2018a,b; Bersi y col., 2018).

A continuacion se presenta la actividad anticoagulante in vitro del péptido
antihipertensivo Tyr-GIn-GIn-OH.

La actividad anticoagulante del péptido Tyr-GIn-GIn-OH se determind mediante
Wiener Lab Test, tal como se describio en el Capitulo 2: Metodologias. Los test APTT
y PT cominmente permiten detectar anormalidades en la via intrinseca y extrinseca de
la coagulacion, respectivamente, mientras q el test TT permite detectar el contenido y la
actividad coagulante del fibrinbgeno en la via comdn de la coagulacién
(Thiruvenkatarajan y col., 2014).

El péptido Tyr-GIn-GIn-OH (sintetizado quimicamente), actué en la via
intrinseca de la cascada de coagulacion, especificamente sobre algunos factores de la
misma (VII1, IX, X1y XII) incrementando 105% el tiempo de coagulacion con respecto
al control (Tabla 17). Segun la literatura, el ensayo de laboratorio ampliamente utilizado

para monitorear la terapia de anticoagulacion con heparina fraccionada, es APTT. Un
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rango terapéutico aceptado para el APTT es 1,5 a 2,5 veces el valor de control
(Eikelboom y Hirsh, 2006). En este caso, el valor observado para Tyr-GIn-GIn-OH es
de 2 veces el valor del control.

Al comparar Tyr-GIn-GIn-OH con el control (+): heparina (0,7ppm), se observo
que el valor de APTT de Tyr-GIn-GIn-OH fue 32% maés alto que Heparina, lo que puso
de manifiesto su potencial no solo como agente antihipertensivo sino también como

anticoagulante.

Tabla 17. Test de coagulacion para evaluar la actividad anticoagulante del
tripéptido Tyr-GIn-GIn (YQQ), obtenido por sintesis quimica. APTT: Tiempo
Parcial de Tromboplastina Activado. PT: Tiempo de Protrombina. TT: Tiempo de
Trombina.

APTT(s) PT(s) TT(s)
Control: 36s Control: 14s Control: 20s
Valores de Referencia 30-43 10-14 17-21
YQQ 74 16 16
Heparina 56 33 31

Ensayos de toxicidad aguda de los péptidos sintetizados en

ensayos in vitro, utilizando lineas celulares

Toxicidad aguda in vitro de Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ)

La Figura 44 muestra el porcentaje de viabilidad celular después de la
exposicion de la linea celular humana 293 FT a diferentes concentraciones del péptido
Tyr-GIn-GIn-OH (0,7 a 21 ppm), durante 4 horas a 37 °C en atmdsfera de 5% de aire
enriquecido en COx.

El método de Kruskall-Wallis se usé para probar las diferencias significativas
entre los valores de viabilidad celular después de exponer la linea celular humana
293FT a diferentes concentraciones de Tyr-GIn-GIn-OH y los Controles positivo (C +)
y negativo (C-) (McDonald, 2014).

El péptido Tyr-GIn-GIn-OH, sintetizado por via quimica, no produjo ninguna
disminucion significativa (p < 0.05) en la supervivencia celular bajo las condiciones de
la prueba de toxicidad. Bajo algunas condiciones de tratamiento, se midieron las tasas
de supervivencia por encima del control (100%). Sin embargo, como estas diferencias
son inferiores al 10%, no se consideran un efecto proliferativo significativo (Escobar y

col., 2010). Probablemente, este efecto puede estar relacionado con el fenémeno de
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hormesis, que es un término comunmente utilizado por los toxicologos para referirse a
una respuesta de dosis bifasica a un agente ambiental. Se caracteriza por baja dosis de
estimulacion o efecto beneficioso y alta dosis de efecto inhibidor o toxico (Mattson,
2008). Segun la prueba de Kruskall-Wallis, Tyr-GIn-GIn-OH no fue citotoxico en

ensayos in vitro a las concentraciones analizadas.
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Figura 44. Actividad citotoxica in vitro de Tyr-GIn-GIn-OH sobre la linea celular

293FT (aislado clonal derivado de células renales embrionarias humanas).

Determinacion de la estabilidad de los péptz"dos sintetizados

Estabilidad de Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ) en plasma humano

La Figura 45 muestra la actividad anticoagulante retenida (TT, PT y APTT) del
péptido YQQ como una funcién del tiempo de incubacion (min) en un pool de plasma
humano de individuos sanos. Segun dicha figura, el péptido Tyr-GIn-GIn-OH conservé
entre 82% y 93% del tiempo de trombina (TT), el tiempo de protrombina (TP) y el
tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT), después de 15 min de incubacion en
plasma humano sano. Estos resultados muestran la alta estabilidad de los péptidos

sintetizado en el rango de tiempo estudiado.
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Figura 45. Actividad anticoagulante retenida en un pool de plasma humano de
individuos sanos después de su incubacion con 0,7ppm de Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ), en
funcién del tiempo; expresada como: Tiempo de tromboplastina parcial activado
(APTT), Tiempo de protrombina (PT) y Tiempo de coagulacién de trombina (TT).
APTT Control: 36 s; Control TP: 14 s; Control TT: 20 s.

Determinacién cuantitativa de ﬁ'brino’g'eno en plasma humano
en presencia de los péptidos sintetizados, por el método
inmunoturbidimétrico

La Tabla 18 muestra el efecto de Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ) sobre la enzima
trombina.

Tabla 18: Efecto del péptido Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ) sobre la enzima trombina,
usando la determinacion cuantitativa de fibrindgeno en plasma mediante el

método inmunoturbidimétrico.

Concentracion de Fibrinégeno (mg/ml) Inhibicion (%)
Blanco 0,83 @
Control (-) 0,50 (b)
Control (+) 0,65 18
YQQ 0,53 4

(@) Contenido total de fibrindgeno en la muestra (sin trombina), (b) Contenido del
fibrindgeno restante en la muestra después de la accion de trombina, bajo las
condiciones de estudio. Control (-): 5,69 mg/ml de fibrindgeno en buffer de ensayo, con
trombina (2,7 NIH/ml). Control (+): 5,69 mg/ml de fibrindgeno en buffer de ensayo,
con trombina (2,7 NIH/ml) y heparina (0,7 ppm).
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Segun nuestros resultados, Tyr-GIn-GIn-OH (YQQ) solo causé el 4% de
inhibicion de trombina. Este hecho explica la accion de YQQ en las vias intrinsecas de
la cascada de la coagulacion en algun punto anterior del factor X, como se demostrd
previamente mediante los valores APTT (Tabla 17). El factor X produce el factor Xa
(activado) que permite la conversion de protrombina (1) en trombina (I1a); y ésta
cataliza la conversion de fibrindgeno en fibrina y la formacién del codgulo (Figura 46)
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Figura 46. Esquema de la cascada de coagulacién. En letra negrilla, los factores
anticoagulantes. HMWK: quinindgeno de alto peso molecular; PK: precalicreina; ATIII:

antitrombina; TFPI: inhibidor de la via del factor tisular; PL: fosfolipido.
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CAPITULO 4
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CONCLUSIONES

El objetivo general de este trabajo fue aplicar proteasas pre-purificadas de los
frutos de Bromelia antiacantha Bertol. (Bromeliaceae), una planta superior que crece en
Argentina; en forma soluble, suspendida o inmovilizada, y en sistemas acuoso-
organicos, como un nuevo catalizador de la sintesis total o parcial de péptidos
bioactivos con potencial actividad antihipertensiva y antimicrobiana, de interés como

conservantes alimentarios y nutracéuticos.

Para seleccionar los medios de reacciébn mas promisorios de las sintesis de
péptidos, se estudio el efecto de los solventes organicos (con diferente grado de
hidrofobicidad e hidratacién) sobre la actividad proteolitica inicial y la estabilidad
operacional de antiacanthaina en sistemas homogéneos, macroheterogéneos y

microheterogéneos, utilizando la enzima libre e inmovilizada en glioxil silica.

Los medios de reaccion mas promisorios fueron los formados por el sistema
homogéneo formado por metanol 30 % (v/v) y buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8, y el
sistema macroheterogéneo formado por acetato de etilo 50% (v/v) y buffer Tris-HCI
(0,1 M) pH 8. En ellos, antiacanthaina expresé 60 % y 108 % de la actividad
proteolitica en buffer Tris-HCI. No obstante, la mayoria de los medios bifasico
estudiados fueron activantes y estabilizantes para la enzima. Por el contrario, en los
sistemas microheterogéneos (solventes organicos con bajo contenido acuoso, Xw en la
enzima: 1 x 10°) antiacanthaina expres6 muy bajas actividades proteoliticas, respecto
de la obtenida en buffer Tris-HCI (0,1M) pH 8.

El efecto de los de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
antiacanthaina A se estudio por FTIR y se evalu6 mediante el coeficiente de similitud
espectral (r), tomando como referencia la estructura secundaria obtenida en buffer Tris-
HCI (0,1 M) pH 8. Antiacanthaina A en los sistemas acuosos — organicos estudiados
tuvo baja similitud espectral respecto de buffer; pero mientras algunas estructuras
secundarias le impidieron expresar su actividad proteolitica otras le produjeron
activacion, tal es el caso de acetato de etilo y hexano (50% (v/v)). En consecuencia, los
cambios estructurales de antiacanthaina A por efecto de los solventes organicos no
permiten justificar las actividades cataliticas de antiacanthaina en los medios acuoso —

organicos estudiados.

La seleccion del donador de acilo para las reacciones de sintesis se realizd
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mediante un estudio de las preferencias de antiacanthaina por diversos derivados
aminoacidos sintéticos, en los medios de reaccidn previamente descriptos.
Antiacanthaina en buffer Tris-HCI (0,1 M) pH 8 y en metanol (30 % (v/v)) exhibid
amplia preferencia por los derivados aminoacidicos no polares, mientras que en acetato

de etilo (50 % (v/v)) mostro preferencia por los aminoacidos polares.

A partir de la base de datos BIOPEP (2012) y tomando como base las preferencias
de antiacanthaina, se seleccionaron los péptidos: Tyr-Leu-OH (YL) y Tyr-Val-Leu-OH
(YVL), con actividad antihipertensiva y antimicrobiana in vitro, respectivamente; con el

objeto de sintetizar por via quimica y enzimética los analogos o sus precursores.

Ademaés, y con el mismo objetivo, se seleccionaron otros péptidos obtenidos de
novo en el Laboratorio de Bromatologia (UNSL), a partir de hidrolizados de derivados
casearios (Bersi y col., 2018). Result6 de particular interés el tripéptido Tyr-GIn-Gln
(YQQ), puesto que dicha secuencia no se encuentra reportada en las bases de datos de
péptidos bioactivos, tales como: PepBank, PeptideDB, BIOPEP; ni en las bases de datos

de péptidos antimicrobianos APD2, Antimicrobial Peptide Database.

Se obtuvieron con éxito los péptidos N-a-CBZ- Tyr-Leu-OH (Z-YL, analogo de
YL) y N-a-CBZ-Tyr-Val-OH (Z-YV, analogo del precursor (YV) de YVL) por sintesis
enzimatica bajo control cinético en acetato de etilo 50% (v/v), utilizando anticanthaina
en forma libre como catalizador, con rendimientos en producto de 63 % y 52 %
respectivamente. El grado de conversion de sustrato limitante en producto fue de 75 % y
100 %, respectivamente. Este hecho fue debido a la reaccion competitiva de hidrolisis

del sustrato, danto el producto de hidrolisis N-a-CBZ- Tyr-OH.

En cambio, en metanol 30% (v/v) la reaccion de sintesis enzimatica bajo control
cinético dio lugar a la formacion de los tetrapéptidos N-a-CBZ-Tyr-(Leu).-Leu-OH y
N-a-CBZ-Tyr-(Val)2-Val-OH, en lugar de los dipéptidos esperados; los cuales fueron
dilucidados por espectroscopia de masas y poseen m/z: 654,85 y 612,58,

respectivamente.

Finalmente, se logro la sintesis quimo-enzimética del tripéptido hibrido N-o-
CBZ-Tyr-Leu-Leu (Z-YLL, derivado de beta lactorfina (Tyr-Leu-Leu-Phe) proveniente
de a-lactoalbimina y B-lactoglobulina, en dos etapas que incluyeron la SPPS de Leu-
Leu, y la union de éste a N-a-CBZ-Tyr-pNO por sintesis enzimatica, utilizando acetato
de etilo (50%(v/v)) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 9) como medio de reaccion. La
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identidad y el peso del molecular del tripéptido Z-YLL fueron dilucidados por ESI-MS.

La actividad antihipertensiva de Z-YL (analogo de YL, sintetizado por via
enzimatica), YQQ (péptido de novo, sintetizado por SPPS) y Z-YLL (péptido hibrido,
sintetizado por via quimo-enzimatica); se evalué como actividad inhibitoria de la ECA

en ensayos in vitro.

Sorprendentemente, el péptido hibrido (Z-YLL) sintetizado por via quimo-
enzimatica presentd un porcentaje de inhibicion de la ECA notablemente superior
(93%) al informado en la bibliografia para YL (84%). Ademas, el péptido YQQ
sintetizado (de novo) en nuestro laboratorio por SPPS presentd un porcentaje de
inhibicion de 85%.

La actividad antimicrobiana de YVL (sintetizado por SPPS); YV (precursor de
YVL, sintetizado por SPPS) y Z-YV (anédlogo del precursor YV, sintetizado por via
enzimatica); se evalu6 en un cultivo de bach a escala de laboratorio, frente a una cepa
grampositiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923) y frente a una cepa gramnegativa
(Escherichia coli ATCC 25922).

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de YVL, YV y Z-YV frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 fueron 57pg/ml, 49ug/ml y 50ug/ml,
respectivamente. Estos resultados fueron 83, 57 y 61% mayores que la CIM de
oxacilina (31,1ug/ml). En consecuencia los péptidos YVL, YV y Z-YV presentaron un

efecto bacteriostatico contra S. aureus.

Las CIM de YVL, YV y Z-YV frente a Escherichia coli ATCC 25922 fueron
32ug/ml, 57ug/ml y 54pg/ml, respectivamente. Estos resultados fueron 1,5; 2,6 y 2,5
veces mayores que la CIM de &cido nalidixico (21,7ug/ml). En consecuencia, los

péptidos YVL, YV 'y Z-YV, presentaron un efecto bacteriostatico contra E. coli.

Por otra parte, la actividad anticoagulante del péptido YQQ (sintetizado
quimicamente) se determind mediante Wiener Lab Test. Segun dicho test, YQQ actuo
en la via intrinseca de la cascada de coagulacion, especificamente sobre algunos
factores de la misma (VIII, IX, XI y XIlI), incrementando 105% el tiempo de
coagulacién con respecto al control. Mediante la determinacion cuantitativa de
fibrindgeno en plasma humano por el método inmunoturbidimétrico, se demostro que
YQQ solo causo 4% de inhibicion de trombina, ratificando que YQQ actua en la via

intrinseca de la cascada de la coagulacion en algun punto anterior del factor X. Este
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factor produce el factor Xa (activado) que permite la conversion de protrombina (11) en
trombina (11a), y ésta cataliza la conversion de fibrindgeno a fibrina y la formacion del

coéagulo.

El valor de Tiempo Parcial de Tromboplastina Activado (APTT) observado para
YQQ es 2 veces el valor del control (siendo el rango terapéutico aceptado 1,5 a 2,5
veces el valor del control de APTT) y 32% mas alto que el valor de APTT para
Heparina. Dicho resultados pusieron de manifiesto su potencial no solo como agente
antihipertensivo sino también como anticoagulante. Ademas, se demostré que el péptido
YQQ retuvo la actividad anticoagulante en un pool de plasma humano de individuos
sanos, demostrando la alta estabilidad del péptido sintetizado en el rango de tiempo

estudiado.

La toxicidad aguda del péptido YQQ se determin6é como porcentaje de viabilidad
celular después de la exposicion de la linea celular humana 293 FT a diferentes
concentraciones del péptido YQQ, durante 4 horas a 37 °C en atmdsfera de 5% de aire
enriquecido en CO». El peptido YQQ no fue citotoxico en ensayos in vitro a las
concentraciones estudiadas, ya que no produjo disminucion significativa (p < 0,05) en la
supervivencia celular en tales condiciones, segun la prueba de Kruskall-Wallis. Bajo
algunas condiciones de tratamiento, se midieron las tasas de supervivencia por encima
del control (100%). Sin embargo, como estas diferencias son inferiores al 10% no se
consideran un efecto proliferativo significativo y parecen estar relacionadas con el
fendbmeno de hoérmesis, que se caracteriza por producir estimulacion o efecto

beneficioso a bajas dosis y efecto inhibidor o tdxico a altas dosis.

En general, este trabajo aporta nuevas estrategias y productos de interés para la
industria alimenticia que implican una expansion del mercado actual en materia de
nutracéticos y conservantes alimentarios seguros, y la potencial transferencia de

resultados al sector socio-productivo interesado en los mismos.
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CAPITULO 5
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PROYECCIONES FUTURAS

Los péptidos son polimeros que contienen entre dos y pocas docenas de
aminoacidos, con limite de masa molecular de 6000 Da, y de relevancia para la salud y
la nutricion.

Si bien existen diversas tecnologias de produccion de péptidos bioactivos, la
sintesis quimica y enzimatica representan la mejor opcion para la sintesis de péptidos
pequefios y medianos. La falta de especificidad y la carga ambiental asociada a la
sintesis quimica de péptidos puede superarse en principio mediante biocatalisis
enzimatica, pero las estrategias disponibles para la sintesis enzimatica estan en su mayor
parte en fase de desarrollo y no existen protocolos para la validacién y escalamiento. En
la préactica, esto significa que solo los péptidos pequefios (principalmente dipéptidos) se
pueden sintetizar de manera eficiente y rentable. Esta situacién puede evolucionar en
virtud del creciente desarrollo de la biocatalisis en medios no convencionales. La
combinacién de la sintesis quimica y enzimatica de péptidos constituye una opcion
tecnoldgica valiosa, ya que las buenas propiedades de cada tecnologia se pueden usar
sinérgicamente en el contexto de un objetivo del proceso, y este trabajo constituye un
avance en este sentido.

En contraste con el amplio desarrollo de péptidos terapéuticos, la produccion
comercial de péptidos bioactivos con propiedades especificas para uso alimenticio
(nutracéuticos, alimentos funcionales y conservantes) es escaso, aunque es un ambito de
intensa investigacion.

La industria alimenticia advierte sobre la necesidad de desarrollar nuevos
conservantes alimenticios eficientes y seguros. El uso masivo de los métodos de
conservacién ha desarrollado resistencia a diferentes tratamientos por diversos
patdgenos alimentarios. Sin embargo, hasta el momento los Unicos péptidos aprobados
para su comercializacion y utilizacion en alimentos son nisina (de origen bacteriano) y
lisozima (de origen animal).

Al mismo tiempo, la hipertension arterial afecta aproximadamente al 25% de la
poblacién adulta en todo el mundo, y se prevé que alcanzara el 29% de la poblacion
para 2025, lo que representa un total de 1.560 millones de personas. Esta asociada con
varias enfermedades cardiovasculares, como aterosclerosis, infarto de miocardio y

accidente cerebrovascular y su prevencion disminuiria las tasas de morbimortalidad. Sin
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embargo, no existen alimentos funcionales contenido péptidos antihipertensivos o
formulaciones nutracéuticas (antihipertensivas) aprobadas para su comercializacion.

En consecuencia, las proyecciones de las investigaciones futuras estan centradas
en llevar a cabo estudios vinculados a la actividad inhibitoria in vivo de los péptidos
sintetizados en este trabajo de Tesis. Asi como también, en evaluar la efectividad e
inocuidad, mecanismos moleculares de actividad, farmacocinética y posibles efectos
adversos de los péptidos analogos, de novo e hibridos obtenidos en el desarrollo de esta

Tesis doctoral.
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