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Resumen: En los tultimos afos, la biotecnologia y sus aplicaciones industriales han
experimentado grandes logros en la obtenciéon de productos quimicos, en la industria
alimentaria y farmacéutica. El empleo de productos vegetales para la conservacion de
alimentos es uno de los procesos que busca actualmente la “quimica verde” para tratar
carnes, vegetales y productos envasados en general, para prolongar la vida util del
alimento. Dentro de estos productos bioactivos se encuentran los inhibidores de
metalocarboxipeptidasas los cuales, entre otras acciones, inhiben el crecimiento bacteriano
o fungico. La regulacion precisa de la actividad proteolitica es esencial para la fisiologia de
los microorganismos, como ser la produccion de toxinas, entre otras, por esto la actividad
de muchas proteasas se encuentra bajo estudio intensivo, ya que los inhibidores de
proteasas (IP) son un tipo de regulador de las mismas. La tecnologia y la creacion de
instrumentos para una fina purificacion como la inmovilizacion de enzimas y la
espectrometria de masas es lo que ha permitido detectar y caracterizar componentes
individuales como los inhibidores de proteasas con posibles propiedades conservantes del
alimento. Por otra parte, cabe destacar ademas que, en el caso de los inhibidores peptidicos
de origen vegetal, son minimos los estudios referidos al material botanico de la flora
Argentina. Dada la gran biodiversidad vegetal existente en nuestro pais resulta de sumo
interés la implementacion de una busqueda de nuevas moléculas naturales capaces de
modificar o modular la actividad biologica de proteasas y microorganismos que estén
involucradas en la conservacion de alimentos o en funciones nutricionales. En el presente
trabajo se ha purificado y caracterizado un nuevo inhibidor de Carboxipeptidasa A de 4,3
KDa obtenido a partir de Solanum Tuberosum subespecie andigenum variedad Churqueiia
(Papa Andina). Los tratamientos térmicos del inhibidor muestran que conserva actividad
luego de un proceso de 1 hora a 100°C.

1. Introduccion:

Las papas andinas se utilizan como uno de los alimentos principales en la region del
noroeste de nuestro pais. Entre los componentes alimentarios principales de la papa
encontramos almidon, proteinas, fibras, vitaminas. Dentro de las proteinas encontramos un
40 % de las denominadas patatinas y en un porcentaje un poco menor encontramos
inhibidores de proteasas. Se ha hablado principalmente de las partes verdes de la papa, por
el efecto antinutricional de uno de sus componentes, solanina, un glucoalcaloide de sabor
amargo y con propiedades toxicas, que no es eliminado por tratamiento con calor. Pero la
papa contiene también otros factores antinutricionales (Gilani GS 2005) a destacar, entre
ellos, los inhibidores de proteasas(IPs), que estdn en gran cantidad en el tubérculo de la
misma. Estos inhibidores enzimaticos interfieren con el proceso de digestion, pudiendo
inhibir no so6lo proteasas de estdémago sino también las liberadas por el pancreas al
intestino. Entre estas ultimas podemos nombrar a la tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasas, entre otras. Se ha observado que muchos de estos inhibidores,
principalmente los inhibidores de carboxipeptidasas, tienen resistencia al calor durante
varios minutos, incluso llegando a mantener su actividad bioldgica luego de tratamientos
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térmicos de 100°C durante una hora. En este trabajo encontramos, estudiamos y
caracterizamos un nuevo inhibidor de carboxipeptidasa A presente en tubérculos de
Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Churquefia. Entre los resultados
obtenidos se destaca la notable estabilidad que tienen estos nuevos inhibidores frente a
tratamientos térmicos prolongados. Podria generarse una controversia entre los efectos
benéficos de los inhibidores y los efectos antinutricionales de los mismos, tema que debe
ser motivo especial de estudio. Se sabe que muchos inhibidores de proteasas se podrian
utilizar potencialmente como aditivos alimentarios ya sea en la conservacion de carnes
como prevencion de contaminantes de alimentos por hongos o bacterias (Santos 2011).

2. Objetivos:

e Obtener un extracto crudo con actividad inhibitoria de metalocarboxipeptidasa a partir
de tubérculos de Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad “Churquefia”.

e Evaluar la estabilidad térmica de los inhibidores hallados.

e Disefiar y armar matrices de afinidad para inmovilizar proteasas diana, por ejemplo
carboxipeptidasa A.

e Purificar los IPs mediante cromatografia de afinidad

e C(Caracterizar los inhibidores obtenidos por técnicas convencionales y/o protedmicas.

3. Metodologia:

Preparacion de los extractivos crudos: Tubérculos de Solanum tuberosum subespecie
andigenum variedad Churquena (papa andina) se pelaron y trituraron en agua fria a 4°C, en
presencia de ditiotreitol (DTT) 10 mM para prevenir la oxidacién de polifenoles. Se
sedimentd el almidon por incubacién en la heladera y el sobrenadante se centrifugd
diferencialmente a 5000 rpm y 11000 rpm por 60 min. a 4 °C., obteniéndose de este modo
el extracto crudo (EC).

Determinacion de actividad inhibitoria de proteasas: Determinacion de actividad
inhibitoria de carboxipeptidasa A (CPA): La actividad es registrada por el descenso de la
absorbancia a 350nm mediante medidas continuas durante 120 seg a 37°C. Buffer de
reaccion: Tris-HCl 0,1M; NaCl 0,2M; pH 7,5. Solucion de enzima: CPA de pancreas
bovino (Sigma-Aldrich). Concentracion de enzima: 7,0x10-9M. Solucion de sustrato: N-
(4-metoxifenilazoformil)-Phe-OH 10mM.

Tratamiento térmico del extracto crudo: La mayoria de los inhibidores de proteasas que
han sido identificados presentan una estructura compacta estabilizada por numerosos
puentes disulfuro, esta caracteristica estructural provee a la molécula de cierta estabilidad
frente a determinadas condiciones extremas. Las muestras fueron tratadas térmicamente
por calentamiento a 70 °C, 85 °C, y 100 °C durante 60 minutos. Se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 11000 rpm por 90 min a 4 °C. El sobrenadante
obtenido fue analizado para verificar la presencia de inhibidores estables térmicamente.
Inmovilizacion de proteasas sobre gel de glioxil-agarosa: El soporte utilizado para la
inmovilizacion de Carboxipeptidasa A fue agarosa 10 BLC. Dicho soporte debid ser
previamente activado con grupos aldehido para que éstos reaccionen con los residuos
aminoacidicos de la enzima, utilizando el protocolo de activacion de (Soler, Bastida et al.
1997). El soporte activado se denomina glioxil-agarosa y es el que se utiliza para la
inmovilizacidon covalente de la enzima. La inmovilizacion se realizé a 25° C, pH 10, con
bicarbonato de sodio 100 mM, glicerina al 25% (v/v), en una relacién de 25 y 45 mg de
enzima/g de glioxil-agarosa en un volumen total de 25 ml.
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Purificacion cromatografica del extracto crudo: Se realizé una cromatografia de afinidad
con CPA inmovilizada en glioxil-agarosa. 50 ml del EC fueron sembrados y eluidos a una
velocidad de Iml/min por la columna y luego se lavd la misma con buffer de reaccion de
CPA (Tris-HCI 0,I1M, CINa 0,2 M, pH 7,2). Este soporte conteniendo a la enzima
inmovilizada, atrapada mediante uniones covalentes (base de Schiff entre el grupo amino
libre de la proteina y el grupo aldehido de la glioxil-agarosa), puede ser reutilizado en
muchas aplicaciones ya que se ha demostrado que la enzima permanece unida y activa.
Identificacion mediante Intensity Fading MALDI-TOF/MS: La atenuacion de la intensidad
de la sefial de espectrometria de masas con el método de ionizacion asistida por matriz y
analizador de tiempo de vuelo (IF MALDI-TOF MS: del inglés “intensity fading”,
““matrix-assisted laser desorption ionization”, “time of flight”, “mass spectrometry”)
posibilita detectar la formacion de complejos entre moléculas, particularmente proteinas,
mediante la utilizacién de la espectrometria de masas como transductor. El método fue
desarrollado para identificar IPs a partir de mezclas naturales complejas mediante su
capacidad de interaccion con las proteasas que inhibe (Obregon 2011) La variante disefiada
por nosotros incluye primariamente una etapa de afinidad con la proteasa inmovilizada en
microparticulas poliméricas. El inhibidor retenido en la microparticula puede ser eluido
selectivamente y analizado mediante espectrometria de masas. De esta forma, la
reaparicion o el aumento de la intensidad de la sefial en el espectro de la fraccion eluida,
corrobora la presencia de una molécula capaz de interactuar con la proteasa inmovilizada y
descarta la posibilidad de interacciones inespecificas. Esta metodologia ha permitido
identificar IPP en extractos heterogéneos que fueron posteriormente purificados y
caracterizados por métodos convencionales.

Analisis de la huella peptidica: Se realiz6 la digestion triptica de las bandas de SDS-PAGE
para el analisis de la huella peptidica o “peptide mass fingerprint” (PMF) que se emple6
para la identificacion de los inhibidores aislados. Para ello las bandas fueron cortadas,
lavadas y decoloradas. Posteriormente se relucieron y alquilaron los grupos Cys libres y se
incubaron en presencia de tripsina a 37°C durante 2 horas para la digestion de los

inhibidores. Los péptidos generados fueron analizados por espectrometria de masas
MALDI-TOF/MS.

4. Resultados

Actividad inhibitoria del extracto crudo.

El extracto crudo (EC) tuvo una concentracion de proteinas de alrededor de 800 pg/ml. Se
realizd una curva dosis-respuesta del extracto como primera prueba de la existencia de
actividad inhibitoria en dicha muestra ( Fig 1). Se observa que a medida que aumenta la
cantidad de extracto disminuye la actividad de la enzima carboxipeptidasa A,
evidenciandose la presencia de un inhibidor de esta enzima en el EC obtenido.
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Figura 1: Curva dosis- respuesta del EC.
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Actividad inhibitoria de CPA frente a los diferentes tratamientos térmicos.

Sabiendo que el inhibidor de CPA es un péptido termorresistente, el EC fue sometido a
tratamiento térmico a 60°C, 70°C, 85°C y 100 °C. Este proceso bajo el rendimiento de
proteinas, disminuyendo la concentracion a 120 pg/ml cuando la muestra se incub6 durante
una hora a 60° C. El rendimiento proteico bajé atn mas con los tratamientos de 70°C,
85°C y 100°C cayendo la cantidad de proteinas a valores de alrededor de 90 ug/ml. Sin
embargo, la actividad inhibitoria de CPA se mantuvo incluso a 100°C.
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Figura 2: Actividad enzimatica de CPA en presencia de los distintos tratamientos térmicos.

Se ve que la actividad inhibitoria de CPA se conserva con los diferentes tratamientos
térmicos, a pesar de la gran pérdida de proteinas que se obtuvo debido a la
desnaturalizacion de las mismas. Por lo tanto se puede observar que la disminucion del
contenido proteico se contrasta con la actividad inhibitoria obtenida, es decir, que el
tratamiento térmico afecta a las demas proteinas que constituyen el EC excepto a los
inhibidores, generando un tratamiento preliminar de muy alto rendimiento de purificacion.

Perfil electroforético del EC y los tratamientos térmicos de Churquena

La figura 3 muestra la distribucion de masas moleculares de las proteinas constituyentes
del EC y de los Tratamientos Térmicos (TT) a 60, 70, 85 y 100 °C. Se observan bandas
intensas de 14 KDa., . y 2 bandas menores de 10 KDa. Entre las bandas menores a 10 KDa
se encuentran los inhibidores de CPA,(Josep Vendrell 1999; V. Bartova 2008), los cuales
se conservan con los tratamientos térmicos, lo cual ya fue demostrado en las curvas de
actividad inhibitoria anteriores.
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Figura 3 Electroforesis SDS-PAGE.
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Determinacion de concentracion proteica por el método de Bradford

Muestra concentracion proteica (pg/ml)

EC 789,412

TT 60 112,588

TT 70 87,882

TT 85 92,588

TT 100 82,588
Tabla N°1

Puede observarse la gran pérdida de proteinas que se obtuvo debido a la desnaturalizacion
térmica de las mismas. Las proteinas que quedan luego de estos tratamientos térmicos son
principalmente inhibidores de proteasas presentes en el EC de Churquefia. Se destaca que
los tratamientos a 70°C, 85°C y 100°C practicamente no presentan diferencias en la
concentracion final de proteinas obtenidas.

Purificacion de los inhibidores mediante Cromatografia de Afinidad

El EC.y los TTs fueron sometidos a cromatografia de afinidad. Se observé que los TTs
permiten una mejora en la obtencion de moléculas mas puras cuando son sometidos a
cromatografia de afinidad, esto es debido a que la muestra es menos compleja y hay menos
posibilidad de interacciones inespecificas con el soporte de glioxil-agarosa. Como primer
ensayo de pruebas se realizd una cromatografia de afinidad CPA-agarosa en Batch como
control del proceso. Posteriormente el relleno de afinidad fue colocado en una columna
para automatizar la purificacion. En la figura 4 se observa uno de los cromatogramas
obtenidos por el proceso de purificacion, en este caso el de un extracto crudo proveniente
de Churqueiia, sin previo tratamiento térmico, para mostrar la relacion entre la fraccién no
retenida (NR) y la fraccion retenida. Pudimos observar que el pool del no retenido (NR:
Tubos 1-14) no presenta actividad inhibitoria, mientras que hay un pico eluido a pH 5
(tubo 21 y 22) que muestra una fuerte inhibicion, del 87% con respecto al control positivo.

Cromatografia de afinidad Churqueiia en CPA - Agarosa
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Figura 4: Cromatografia de afinidad de Churqueiia en CPA — Agarosa
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Medida del Peso Molecular mediante espectrometria de masas MALDI TOF/MS.
Por espectrometria de masas se verificd que en el eluyente obtenido a pH=5 existe una
molécula inhibidora con una masa molecular de alrededor de 4309,8 Da.
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Figura 5: a)Espectro de masas MALDI-TOF/MS

Huella peptidica (Peptide Mass Fingerprint).

Se realiz6 una electroforesis SDS-page del eluido a pH=5, obteniéndose una banda que fue
cortada y a la cual se le realizé una digestion triptica para posteriormente obtener la huella
peptidica y compararla con la base de datos.

La obtencion de la huella peptidica sin embargo no pudo determinar que este inhibidor sea
hallado en bases de datos, por lo cual se confirmaria que se trata de un inhibidor nuevo, no
estudiado hasta el momento.
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Figura 7: a) SDS-PAGE del pico eluido a pH5 en la cromatografia de afinidad b)Espectro de masas
obtenido luego de la digestion triptica, de la banda PCI,.también llamado huella peptidica del inhibidor de
CPA aislado de papa andina.

5. Conclusiones:

Mediante los porcentajes de actividad residual de CPA se deduce que, en el caso del
empleo de los tratamientos térmicos a 70, 85 y 100 °C de Churquenia, la actividad de la
enzima es muy baja, lo cual demuestra la muy buena estabilidad térmica del inhibidor.
Estos resultados nos permiten observar el alto grado de purificacion logrado luego de
realizar los tratamientos térmicos y la cromatografia de afinidad, conservando en un gran
porcentaje la actividad inhibitoria sobre CPA con respecto al extracto crudo.
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La inmovilizacion de enzimas junto con el tratamiento térmico demostraron ser
herramientas claves para la purificacion y aislamiento de los inhibidores con alto grado de
pureza. La espectrometria de masas es un método analitico con alto grado de precision, lo
cual permitié en nuestro trabajo la identificacion concreta de las moléculas presentes en las
muestras. Por ultimo, se logré evidenciar que en los tubérculos de la variedad Churquena
se encuentra presente un inhibidor de metalocarboxipeptidasas el cual no ha sido estudiado
aun, lo cual se determin6 mediante el analisis de la Huella Peptidica. Dada la gran
biodiversidad vegetal existente en nuestro pais resulta de sumo interés la implementacion
de una busqueda de nuevas moléculas naturales capaces de modificar o modular la
actividad biolégica de proteasas y microorganismos que estén involucradas en la
conservacion de alimentos o en funciones nutricionales.
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