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RESUMEN

En las ultimas décadas el interés por las peptidasas se ha incrementado significativamente. La gran
mayoria de las enzimas comerciales que se emplean se obtienen principalmente de microorganismos. Sin
embargo, también pueden ser extraidas de especies vegetales que se presentan como una fuente promisoria
de estas moléculas. De hecho, las peptidasas vegetales son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria,
farmacéutica, biotecnolédgica y de detergentes, y son candidatas atractivas para el desarrollo de nuevos
farmacos y en terapias combinadas. Estan ampliamente distribuidas en los organismos vivos. Tipicamente
presentan un prodominio autoinhibitorio, que debe ser eliminado para activar la enzima. Si bien todas llevan
a cabo la misma reaccidn que consiste en la hidrélisis de los enlaces peptidicos de las proteinas, difieren sin
embargo, en la especificidad de sustrato, pH dptimo, la temperatura y otros parametros que hacen que sus
propiedades sean Unicas, mostrando una gran diversidad funcional. Dentro de estas moléculas, las peptidasas
asparticas (PAs), constituyen una de las principales clases de peptidasas. Las flores de cardo (familia
Asteraceae) son una fuente rica de PAs. Con el fin de asegurar una fuente continua de dichas enzimas, las
mismas pueden ser obtenidas de su fuente natural o por métodos recombinantes. Debido a sus propiedades
caracteristicas se emplean en diversos procesos industriales. Ejemplos de aplicaciones tradicionales de estas
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peptidasas como fabricacion de queso asi como otras aplicaciones promisorias como la obtencién de
péptidos bioactivos con actividad antimicrobiana y citotéxica, accién en la remodelacidn de la matriz
extracelular, inmovilizacién en esponjas de quitosano, catalizadores en medios organicos son discutidas en
esta revision.

PALABRAS CLAVE: bioprospeccion, fitepsina, flores de cardo

SUMMARY

Aspartic peptidases from flowers of Asteraceae with potential biotechnological application

The interest in peptidase has increased significantly in recent decades. The vast majority of
commercial enzymes used in industry are mainly obtained from microorganisms. However, they can also be
extracted from plant species that are considered as a promising source of these molecules. In fact, plant
peptidases are widely used in the food, detergent, pharmaceutical and biotechnological industry, and are
attractive candidates for the development of new drugs and in combination therapies. They are widely
distributed in living organisms. Typically they have a self-inhibitory prodomain, which must be removed to
activate the enzyme. While all peptidases carried out the same reaction, the hydrolysis of protein peptide
bonds, they differ in substrate specificity, optimum pH and temperature as well as in other parameters that
make their properties unique, showing a great functional diversity. Among these molecules, aspartic
peptidases (APs) are one of the major classes of proteolytic enzymes. Thistle flowers (family Asteraceae) are
a rich source of APs. In order to ensure a continuous supply of Aps from flowers, they can be obtained from
its natural source or by recombinant methods. Because of their distinctive properties Aps from thistle flowers
are used in various industrial processes. Cheese-making is an example of traditional use of thistle APs, but
also other promising applications such as production of bioactive peptides with antimicrobial and cytotoxic
activity, remodelling of bone extracellular matrix, immobilization in chitosan sponges for drug delivery, and
catalysis in organic media are discussed in this review.

KEY WORDS: bioprospecting, phytepsins, thistle flowers.

INTRODUCCION

Las peptidasas (Rawlings & Barrett, 2014) son proteinas cataliticamente activas que escinden enlaces
peptidicos por hidrdlisis de proteinas y péptidos (Fig. 1).
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Figura 1. Mecanismo hidrolitico de las peptidasa
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En términos evolutivos estas moléculas constituyen probablemente una de las mas antiguas familias
de enzimas. Casi todos los organismos, incluyendo virus, tiene al menos una peptidasa (Salvesen et al., 2016).
Estas enzimas producen el desensamblaje de moléculas proteicas para crear un pool de aminoacidos libres
necesario para la sintesis de nuevas proteinas. Esta actividad resulta mas familiar en el contexto de la digestidn
de las proteinas de los alimentos en el tracto digestivo de los animales, pero de hecho las peptidasas han
evolucionado para realizar innumerables funciones vitales dentro y fuera de las células. Tal vez la mas

importante de estas funciones es la de procesar proteinas hidrolizando unos pocos clivajes especificos, con
frecuencia sélo uno. De este modo, por protedlisis, algunas proteinas son enviadas a la ubicacién subcelular
correcta o son secretadas; otras proteinas se activan a partir de su precursor latente, lo que es especialmente
importante para las enzimas; se liberan uno o mas péptidos biolégicamente activos a partir de algunas
proteinas; mientras que otras proteinas se inactivan. Esta diversificacion de funciones ha llevado a que los
genes de peptidasas representen entre el 2% y el 5% del total de genes en todo tipo de organismos (Rawlings
& Barrett, 2014).

El genoma humano contiene mds de 550 genes de peptidasas. Los mds abundantes, corresponden a
metalo-, cistein- y serin-proteasas, representados por 191, 178 y 161 genes, respectivamente. Las proteasas
treoninicas y asparticas son de abundancia relativamente baja con sélo 27 y 21 genes, respectivamente.
Gracias a su diversidad estructural y funcional llevan a cabo una amplia gama de actividades criticas. La
diversificacion de sus funciones bioldgicas deriva de la evolucion estructural, que converge en geometrias de
sitios activos similares y con variados motivos de reconocimiento de sustrato. Desde el punto de vista de la
industria, las peptidasas constituyen el grupo de enzimas con mayor relevancia en el mercado mundial,
representando cerca del 60% del total de las enzimas comercializadas (Qing et al., 2013). Debido a que la
protedlisis cambia las propiedades quimicas, fisicas, bioldgicas e inmunoldgicas de las proteinas, las enzimas
proteoliticas cumplen un rol muy importante en biotecnologia (Gonzalez-Rabade et al., 2011), siendo muy
diversos los campos de aplicacion: tecnologia alimentaria, industria farmacéutica y produccion de
detergentes, entre otros (Feijoo-Siota & Villa, 2011). La gran diversidad de los sitios activos de las peptidasas
permite que presenten diferentes grados de selectividad y especificidad por el sustrato, por lo tanto estas
enzimas son un marco prometedor para la ingenieria de nuevas actividades.

ESPECIFICIDAD DE SECUENCIA MEDIADA POR ESPECIFICIDAD DE SUBSITIOS

Tanto las exopeptidasas (cortan enlaces peptidicos a partir de los extremos del sustrato) como las
endopeptidasas (cortan enlaces peptidicos internos del sustrato) exhiben “especificidad de secuencia”, es
decir, muestran distintas preferencias por determinados aminodcidos cerca de los enlaces peptidicos que
clivan. El sitio catalitico responsable de la hidrdlisis del enlace peptidico se encuentra cominmente en una
ranura en la superficie de la molécula. La especificidad de la hidrdlisis esta determinada por las propiedades
de los sitios de unidn dispuestos a lo largo de la ranura en uno o ambos lados del sitio catalitico (Rawlings &
Barrett, 2014). La especificidad de una peptidasa por su sustrato usualmente es descripta mediante el modelo
propuesto por Schechter & Berger (1967), en el que cada subsitio especifico es capaz de acomodar la cadena
lateral de un solo residuo de aminoacido. Por convencion, los residuos de aminoacidos de sustrato se
denominan P (por péptido) y los subsitios en la peptidasa que interactian con el sustrato se denominan S (por
subsitio). Los sitios se numeran desde el sitio catalitico, S1, S2 y asi sucesivamente hacia el extremo N-terminal
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del sustrato y S1’, S2’ y asi sucesivamente hacia el C-terminal (Fig. 2). Los aminoacidos del sustrato que se
acomodan en estos subsitios se numeran P1, P2, etc. y P1’, P2’, etc., respectivamente (Schechter & Berger,
1967). Diferentes peptidasas tienen diferentes requisitos para las interacciones que se establecen en cada
subsitio y esto determina la especificidad de la escision.

ENZIMA

| I 2 I I
-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

SUSTRATO

Figura 2: Nomenclatura propuesta por Schechter & Berger (1967) para la unién de un sustrato
peptidico a una peptidasa. El area sombreada de gris representa la peptidasa. P1, P1’, etc. son las
cadenas laterales de los seis aminoacidos que rodean el enlace peptidico escindible (indicado por la
flecha) en el sustrato. S1, S1’, etc., son los subsitios correspondientes de la peptidasa (area
sombreada de verde).

Los residuos de sustrato se representan a partir de una Unica cadena polipeptidica continua, mientras
gue los residuos de enzima pueden provenir de diferentes pliegues de la enzima, pero que tienen que
disponerse en una adecuada posicion espacial para permitir que los residuos de sustrato entren en el bolsillo
de especificidad e interactien con los residuos del sitio activo durante la escisién (Timmer & Salvesen, 2007).

En el caso de las PAs, éstas muestran especificidad por aquellos enlaces en los que participan residuos
gue presentan grandes cadenas laterales hidréfobas a cada lado de la unidn escindible como Phe, Val, lle, Leu
en P1y/o P1’ (Dunn & Hung, 2000; Rawlings, et al., 2012).

MECANISMO CATALITICO DE LAS PEPTIDASAS ASPARTICAS

En la gran mayoria de las PAs son dos los residuos de acido aspartico (Asp32 y Asp215 en la numeracion
de pepsina) que actuan juntos para unir y activar una molécula de agua (diada catalitica), pero en otras, un
residuo diferente reemplaza al segundo Asp (Rawlings & Barrett, 2004). El mecanismo de la hidrélisis del
enlace peptidico ha sido establecido mediante estudios estructurales de estas enzimas unidas a compuestos
que mimetizan estados de transicidn al unirse al sitio activo. El nucléofilo que escinde la unién peptidica es
una molécula de agua activada a un ion hidréxido por el carboxilato, base general, del Asp215. El carboxilo
del Asp33 protonado presta asistencia electrofilica a través de un puente de hidrégeno. Los grupos
carboxilicos de los dos residuos aspartato se encuentran aproximadamente coplanares y la molécula de agua
unida se ubica entre los dos, en ese plano comun. Como consecuencia del ataque nucleofilico se forma un
intermediario tetraédrico. A continuacién se protona el atomo de nitrégeno del compuesto -NH; saliente
conjuntamente con la regeneracién del estado protonado del Asp33; esto estd acoplado a la liberacion de los
nuevos grupos amino y carboxilo. Finalmente se reasocian los grupos carboxilo del sitio activo con una nueva
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molécula de agua. En las peptidasas de la familia Al del clan AA (nomenclatura de la base de datos de
peptidasas MEROPS, https://merops.sanger.ac.uk/) la base de la hendidura de unién al sustrato abarca 7 u 8
aminodcidos (P5 a P3’) con los Asp en posicion central. Esta hendidura se forma donde se encuentran los
dominios N y C terminales. Los dos residuos de Asp comUnmente se encuentran en el motivo Asp-Thr/Ser-
Gly, lo cual es importante para establecer y mantener el ambiente del grupo carboxilico (James, 2004).

DISTRIBUCION DE LAS PEPTIDASAS

En los organismos vivos, la amplia distribucién de las peptidasas entre plantas, animales vy
microorganismos demuestra que son esenciales para todos ellos, llevando a cabo importantes roles
fisioldgicos. Las peptidasas fueron inicialmente reconocidas como enzimas proteoliticas del jugo gastrico
involucradas en la degradacién inespecifica de las proteinas dietarias. Sin embargo, avances posteriores han
provisto una nueva visién del mundo proteolitico debido a que juegan un rol fundamental en la maduracion
de las proteinas. Las proteinas sintetizadas como un precursor se someten a escision enzimatica selectiva de
ciertos enlaces peptidicos. Este proceso es crucial para la formacién de la estructura tridimensional activa y/o
correcta localizacion celular. Estas moléculas también participan en la degradacion de proteinas durante el
mantenimiento normal de células y la restructuracién de los tejidos (Mutlu & Gal, 1999). Acttan reciclando
polipéptidos en sus aminodcidos constitutivos, mientras que otras, intervienen escindiendo enlaces
peptidicos de proteinas o péptidos para producir una modificacién post-traduccional esencial que altera la
vida media, el trafico subcelular o la actividad de una amplia gama de proteinas. En consecuencia, las
peptidasas estan potencialmente implicadas en una multitud de procesos bioldgicos que van desde la simple
digestion de las proteinas a las cascadas de sefializacién altamente reguladas (Olivares et al., 2011).

PEPTIDASAS DE PLANTAS

Una amplia variedad de peptidasas estan asociadas con procesos bioldgicos vitales, sin embargo, el
origen y la evolucién de su enorme diversidad no estan bien definidos (Page & Di Cera, 2008). Los genomas
de plantas codifican cientos de peptidasas, que representan a decenas de familias no relacionadas. Asi el
genoma de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) codifica mas de 800 peptidasas que estan distribuidas, de
acuerdo a la clasificacion MEROPS, en mas de 62 familias de acuerdo a su homologia de secuencia
aminoacidica. Dichas proteasas pertenecen a 30 clanes diferentes de los cuales el mas numeroso corresponde
a las peptidasas serinicas, seguido en orden decreciente por cisteinicas, metalo-peptidasas, asparticas, y
treoninicas (Faro & Gal, 2005; Tsiatsiani et al., 2011; van der Hoorn, 2008).

Rol fisiolégico de las peptidasas vegetales

Las peptidasas vegetales estan involucradas en muchos aspectos fisioldgicos, incluyendo el desarrollo
de la planta. Desempefian un papel fundamental en procesos tales como recambio proteico, degradacién de
proteinas mal plegadas, senescencia y en la via ubiquitina/proteasoma. Son también responsables de la
modificacién post-traduccional de proteinas por protedlisis limitada en sitios muy especificos. Estan
implicadas en una gran diversidad de procesos celulares, incluyendo la fotoinhibicién en el cloroplasto y su
biogénesis, muerte celular programada, fotomorfogénesis de la plantula en desarrollo, reproduccién sexual.
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de plantas, meiosis, supervivencia del gametofito, embriogénesis, formacién de la cubierta de semillas,
maduracién y movilizacién de proteinas de reserva, formacion del xilema, desarrollo del estoma, respuestas
a estimulos ambientales y factores de virulencia y senescencia (Mendieta et al., 2006; Simdes & Faro, 2004;
van der Hoorn, 2008). De esta manera, las peptidasas vegetales son reguladores claves de una enorme
variedad de procesos biolégicos que estan involucrados en todos los aspectos del ciclo de vida de las plantas
(Gonzalez-Rabade et al., 2011; Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008) Peptidasas asparticas de plantas

Las PAs de plantas han sido estudiadas en una vasta variedad de especies. En gimnospermas por
ejemplo se las ha caracterizado en semillas de pino (Pinus sylvestris L.). También se las ha encontrado en
especies de angiospermas. En monocotileddneas se puede ejemplificar su presencia en cebada (Hordeum
vulgare L.), arroz (Oryza sativa L.), trigo (Triticum aestivum L.), sorgo (Sorghum bicolor Conrad Moench) y maiz
(Zea mays L.), (Asakura et al, 1995; Asakura et al., 1997; Sarkkinen et al, 1992). Mientras que en
eudicotileddneas se las ha estudiado en girasol (Helianthus annuus L.), cacao (Theobroma cacao L.),
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., repollo (Brassica oleracea, L.), espinaca (Spinacia oleracea L.), papa (Solanum
tuberosum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), cardo de Castilla (Cynara
cardunculus L.), abrepuios (Centaurea calcitrapa L.) y plantas carnivoras del género Nepenthes L. (Domingos
et al,. 2000), entre otros ejemplos.

Los miembros de la familia A1 de la pepsina estan presentes en una variedad de tejidos. Su diversidad
ha provocado la redefinicién de la clasificacién de las PAs de plantas de la familia Al en aspartilpeptidasas
tipicas, tipo nucelina y atipicas. Con respecto a su localizacidn dentro de la planta, las PAs se han aislado,
caracterizado y purificado a partir de diferentes érganos tales como semillas, flores y hojas (Lufrano et al.,
2012). Se expresan especificamente en tiempo y espacio y se acumulan en diferentes compartimentos
subcelulares (Pesquet, 2012; Schaller, 2004; Tsiatsiani et al., 2011; van der Hoorn, 2008). En cuanto a su
localizacién subcelular, las PAs de plantas de la familia Al caracterizadas se encuentran principalmente en las
vacuolas liticas o en el compartimento vacuolar de almacenamiento. Sin embargo, algunas de ellas, se dirigen
al reticulo endoplasmatico o se secretan a la pared celular o al apoplasto (Almeida et al., 2012; Mazorra-
Manzano et al., 2013; van der Hoorn, 2008). Algunos ejemplos de PAs secretadas a la matriz extracelular lo
constituyen las PAs de hojas de tabaco (Rodrigo et al., 1991), tomate (Rodrigo et al., 1989) y cardosina B que
se encuentra en la matriz extracelular del tejido floral de transmisién en el cardo de Castilla (Vieira et al.,
2001). Mendieta et al. (2006) demostraron que las PAs de papa (StAPs), inducidas por estrés biotico y abidtico,
poseen localizacion extracelular. También se las ha encontraldo en las membranas del fotosistema Il de los
plastidos de espinaca (Kuwabara & Suzuki, 1995) constituyendo asi una localizaciéon celular diferente a las ya
citadas. El analisis in silico de las sefiales de direccionamiento para la mayoria de las PAs putativas del genoma
de Arabidopsis esta de acuerdo con la localizacidn esperada en la via secretoria, pero también predice otros
sitios, como cloroplasto o mitocondria, con varias PAs que se indican como unidas a membranas (Faro & Gal,
2005).

ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LAS PROTEASAS ASPARTICAS VEGETALES

Organizacidn de la estructura primaria

Como se indico anteriormente,. existen tres grupos bien diferenciados de PAs de plantas: PAs tipicas,
tipo nucelina y atipicas (Chen et al., 2009; Faro & Gal, 2005) La estructura primaria es bien conservada entre
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PAs vegetales tipicas (Dunn et al., 2004). Se sintetizan como precursores inactivos (proenzimas o zimdgenos),
los cuales son posteriormente convertidos en enzimas maduras, ya sea monoméricas o heterodiméricas. Los
precursores de PAs tienden a tener un alto grado de similitud en términos de estructura primaria y se
caracterizan por la presencia de una secuencia sefial N-terminal hidréfoba (Pre), responsable de la
translocacion al reticulo endoplasmatico (RE) de la célula vegetal, seguida por un prosegmento (Pro) o
propéptido presente en todas las PAs de alrededor de 40 aminoacidos. El Pro es responsable de la inactivacién
del zimégeno durante su tradnsito a través del sistema de endomembranas, el plegamiento, la estabilidad o el
direccionamiento intracelular de las proenzimas (Kervinen et al., 1999; Simbes & Faro, 2004). Por ultimo,
entre el dominio N-terminal y el dominio C-terminal, se puede encontrar un fragmento conocido como inserto
especifico de planta (PSI) situado entre los extremos amino y carboxilo terminales de la proteina madura, el
cual abarca 100 aminoacidos (Guevara et al., 2004). La mayoria de las PAs estudiadas y caracterizadas hasta
el momento pertenecen a este grupo.

Las PAs atipicas muestran caracteristicas intermedias entre las secuencias tipicas y tipo nucelina. Estas
ultimas codifican una proteina similar a la nucelina (nimero de acceso: U87148), que fue detectada en células
nucelares de cebada y no contienen el dominio PSI (Faro & Gal, 2005). Las PAs atipicas de planta que han sido
caracterizadas contienen un elevado nimero de cisteinas y muestran una localizacion diferente al de las PAs
tipicas, sin embargo, tienen una baja identidad de secuencia entre ellas y variadas funciones. Asi, la proteina
de unidn al ADN del cloroplasto (CND41, nimero de acceso BAA22813.1), aislada de estos organulos a partir
de células de tabaco (Kato et al., 2004), estd involucrada en la movilizacidn de nitrégeno. Mientras que las
PAs nepentesina | y nepentesina Il (nUmero de acceso:BAD07474 y numero de acceso: BADQ7475,
respectivamente) aisladas de Nepenthes alata Blanco (Athauda et al., 2004) son secretadas a los reservorios
de la planta insectivora. En Arabidopsis la proteasa aspartica PSC1 (nimero de acceso: NP_195839) esta
involucrada en la regulacion de la muerte celular y se localiza en el reticulo endoplasmatico (Olivares et al.,
2011). Con la excepcion de CND41 y PCS1 (promotor de la supervivencia celular 1), todas las PAs atipicas
caracterizadas hasta el momento tienen una arquitectura estructural particular con algunas variaciones: el
péptido senal, seguido de un prosegmento y un dominio de codificacién de la proteina madura. CND41 tiene
un péptido de 120 aminodcidos que participa en el direccionamiento de la proteasa al cloroplasto (Nakano et
al., 1997). Ademas, la PA PCS1 parece carecer del prosegmento clasico. Después de la secuencia sefial,
presenta una secuencia rica en serinas, cuya funcién no ha sido descrita (Faro & Gal, 2005).

Si bien el PSI sélo se identificé en PAs tipicas de plantas, su estructura es semejante a saposinas y
proteinas tipo saposinas (SAPLIPs). La familia de las SAPLIPs es diversa, se trata de proteinas que interactdan
con lipidos (Mufioz et al., 2010, 2014) y que normalmente se eliminan durante la maduracion de las PAs
(Dunn, 2002; Simdes & Faro, 2004). Existe una similitud significativa (alrededor del 40% de identidad) entre
el PSI y las saposinas. Estas Ultimas se generan a partir del precursor prosaposina. Quimicamente son
glicoproteinas estables a altas temperaturas con un peso molecular de 12-15 kDa que funcionan como
activadores de hidrolasas lisosomales en el metabolismo de diversos esfingolipidos en seres humanos y
animales (Kishimoto et al., 1992; Schuette et al., 2001). Se han identificado cuatro clases de saposinas (A, B,
Cy D) que tienen la capacidad de unirse a una variedad de esfingolipidos y ganglidsidos. La especificidad y el
modo de activacion de las hidrolasas de esfingolipidos difieren entre las saposinas individuales. Las cuatro
saposinas son estructuralmente similares entre si en términos de la ubicacidn de seis cisteinas, un sitio de
glicosilacién conservado, y la presencia de residuos de prolina y una tirosina conservados. Estas caracteristicas
estructurales también se encuentran en los PSls (Brodelius et al., 2005; Faro & Gal, 2005; Simdes & Faro,
2004). El PSI se pliega como un dominio independiente. La caracterizacidn estructural del PSI de profitepsina
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En los PSls, la secuencia de aminoacidos revela una inversién entre los dominios amino y carboxilo
terminal con respecto a las saposinas, dando lugar a la expresién “swaposin” (Ponting & Russel, 1995). Esta

y de otras proteinas de la familia SAPLIP muestra que comparten una estructura globular compacta,
cinco alfa-hélices, unidos por tres enlaces disulfuro (Bryksa et al., 2011; Sim&es & Faro, 2004). Egas et al.
(2000) han demostrado la importancia de estas cisteinas y sus puentes, la cual se asocia con el mantenimiento
de la estructura tridimensional del PSI en cardosina A, la unidn del PSI a lipidos y las actividades de
permeabilizacién de membranas.permutacion resulta en una estructura tridimensional muy similar, con un
patrén de conectividad algo diferente entre sus regiones (Bliven & Prlic, 2012).

El PSI ha sido propuesto como una sefial de direccionamiento de proteinas. Originalmente fitepsina
(H. vulgare) se acumula en la vacuola; con la delecién de su dominio PSI, la fitepsina truncada es secretada,
lo que lleva a pensar que el PSI estaria implicado en el direccionamiento de la proteina (Tormakangas et al.,
2001). Los resultados con otras peptidasas, como soyAP2, una PA de soja, revelan informacién contradictoria.
Esto puede deberse al hecho que diferentes dominios PSI podrian tener diferentes funciones fisioldgicas
(Terauchi et al., 2005).

En el caso de cardosina A, se sabe que su dominio PSI no sélo posee informacidn de direccionamiento
hacia la vacuola, sino también que éste se lleva a cabo por una via independiente al aparato de Golgi.

Organizacion de la estructura terciaria

La estructura terciaria de varios miembros de la familia A1 ha sido determinada, pero de éstas, solo
dos estructuras cristalinas corresponden a PAs vegetales, ambas pertenecientes al grupo de PAs tipicas. Estas
son la estructura de cardosina A madura (cédigo de PDB: 1B5F, Frazdo et al., 1999) y profitepsina, precursor
de la PA de cebada conteniendo el prosegmento junto con el dominio PSI (cédigo de PDB: 1QDM, Kervinen et
al., 1999).

La homologia de los dos lI6bulos de las moléculas de peptidasas tipo pepsina se deduce por los dos
residuos asparticos, Asp94 vy Asp277 (numeracion de acuerdo al alineamiento de la familia
A1l,http://merops.sanger.ac.uk), los cuales se encuentran en motivos de secuencias muy similares. El motivo
central se resume comunmente como Asp-Thr-Gly (el motivo DTG), aunque una descripcion mas completa
seria: Xaa-Xaa-Asp-Gly-Xbb, en la que Xaa es un residuo hidrofébico y Xbb es Ser o Thr. En la familia A1 hay
un tercer residuo importante para la catdlisis, ademas de los dos residuos de acido aspartico, este residuo se
encuentra en una estructura flexible conocida como “flap”, ubicada a lo largo de la hendidura catalitica y
juega un papel importante en la especificidad de la PA. El flap se proyecta hacia afuera sobre la hendidura del
sitio activo y encierra a los sustratos y a los inhibidores en el sitio activo (Rawlings & Barrett, 1995; Simdes &
Faro, 2004; Vairo Cavalli et al., 2013). El residuo es una Tyr conservada (Tyr 75, numeracién de pepsina) que
interactua con los residuos del sustrato en el bolsillo catalitico (Andreeva & Rumsh, 2001).

La estructura cristalografica de cardosina A madura de C. cardunculus fue determinada con una
resolucion de 1,7 A. La molécula estad compuesta por dos cadenas polipéptidicas glicosiladas de 31y 15 kDa,
respectivamente y presenta un plegamiento tipico de la familia de las PAs. Esencialmente estd formada por
la duplicacion de un motivo de cuatro cadenas B anti-paralelas y una a-hélice, lo que se repite dos veces en
cada uno de los dominios (1B5F). El sitio activo, como ya ha sido mencionado precedentemente, se encuentra
entre los dos dominios en la parte inferior de una gran hendidura. Las dos mitades de la enzima actian como
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estructuras plegadas independientes que se mueven una con relacién a la otra y contribuyendo cada
una con uno de los asparticos cataliticos en una disposicidn coplanar de los carboxilatos (Frazdo et al., 1999).

Una caracteristica Unica de cardosina A, entre las peptidasas de plantas, es la presencia de dos motivos
aminoacidicos Arg-Gly-Asp —RGD, residuos 246-248 (Frazdo et al., 1999) y Lys-Gly-Glu —KGE, residuos 455-457
(Simdes et al., 2005). RGD es una secuencia conocida de unién a las proteinas integrinas en tejidos de
mamiferos en donde facilita funciones de reconocimiento celular tales como adhesion, migracion,
sefalizacion, diferenciacidn y crecimiento. Es posible que cardosina A participe en mecanismos proteoliticos
mediados por adhesion asociados con el crecimiento del tubo polinico, en forma similar a las peptidasas
unidas a integrina que actian durante la proliferaciéon e invasidn celular. Asi, de acuerdo a la estructura
cristalina de cardosina A, la secuencia RGD localizada en un giro que conecta dos cadenas B y proyectada por
encima de la superficie molecular actuaria en la interaccién polen-pistilo (Faro et al., 1999). Se ha identificado
a la enzima fosfolipasa D (FLD) como la proteina de unién a cardosina A mediante la interaccién de su dominio
C2 con los motivos RGD y KGE. Ambas proteinas, cardosina A y FLD, forman un complejo lo que sugiere que
las mismas podrian llevar a cabo acciones concertadas y/o sinérgicas en procesos degenerativos, tales como
los observados durante las respuestas al estrés, la senescencia de las plantas y/o las interacciones polen-
pistilo. A su vez, la asociacién de ambas proteinas podria facilitar la disgregacion de las vacuolas en la fase de
desmantelamiento que ocurre en el tipo de muerte celular dada por colapso vacuolar en las plantas. A pesar
de la alta similitud existente entre las dos PAs de pistilos de flores de cardo, cardosina Ay B, ninguna de estas
dos secuencias se encuentran conservadas en cardosina B, la que contiene por su parte los motivos RGN y
EGE (Simd&es et al., 2005).

Mecanismos de procesamiento de peptidasas asparticas

Tres tipos distintos de procesamiento han sido observados en los zimdégenos de las PAs:
autoprocesamiento total (intra o intermolecular); autoprocesamiento parcial asistido por diferentes
peptidasas y procesamiento totalmente asistido. El pepsindgeno se incluye en la primer categoria, la
procatepsina D en la segunda (requiere la accidn de proteinasas cisteinicas lisosomales) y la prorrenina, en la
tercera (Koelsch et al., 1994). Sin embargo aun no se ha identificado ninguna enzima particular como
responsable del inicio de los eventos de procesamiento de las PAs de plantas. Evidencias obtenidas mediante
experimentos in vitro sugieren que la maduracién completa de las PAs podria requerir la accién de otra(s)
endopeptidasa(s) y exopeptidasa(s) en adicién al procesamiento autocatalitico que requiere un descenso en
el pH (Castanheira et al., 2005; Domingos et al., 2000; Sampaio et al., 2008; Simdes & Faro 2004; White et al.,
1999).

El procesamiento de las PAs de plantas en enzimas plenamente activas implica varios pasos
proteoliticos que incluyen la eliminacidn del péptido sefial (propéptido) y en la mayoria de los casos el PSI,
originando formas heterodiméricas o monomérericas (Mutlu & Gal, 1999). La gran mayoria de las PAs de
plantas son proteinas heterodiméricas con una subunidad mayor de 28-35 kDa y una subunidad menor de 11-
16 kDa. SAlo un nimero reducido son proteinas monoméricas, que conservan el PSl atn en su forma madura,
y presentan una masa molecular de 36-65 kDa (Balandin et al., 2005; Mutlu & Gal, 1999). Tal es el caso de las
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PAs aisladas de tomate (Rodrigo et al., 1989), tabaco (Rodrigo et al., 1991) y papa (Guevara et al.,
1999). En las PAs vegetales heterodiméricas, el PSI se elimina por protedlisis (Glathe et al.,1998; Ramalho-
Santos et al.,1998). En general, el dominio PSI es escindido del precursor en forma parcial o total. Se ha
sugerido que el procesamiento de las preproenzimas involucra una serie de clivajes proteoliticos secuenciales
durante el trafico hacia el aparato de Golgi, lo que origina una mezcla compleja de formas heterogéneas de
PAs maduras en los tejidos de la planta (Duarte et al., 2008).

PEPTIDASAS ASPARTICAS EN FLORES DE CARDO

Estudios de localizacion in situ han revelado que las PAs no se distribuyen al azar dentro de la planta,
sino que estan muy especificamente localizadas en diferentes tejidos segun la especie (Sim&es & Faro, 2004).

Asi por ejemplo, en las flores maduras de Cynara cardunculus L. (cardo de Castilla) se producen dos
grupos de peptidasas, cardosinas y cyprosinas, identificadas como PAs tipicas de plantas. Incluso cuando la
actividad aspartilendopeptidasa se encuentra en niveles relativamente bajos en la planta, estas flores poseen
actividad extremadamente alta de PAs en ciertos tejidos (Vairo Cavalli et al., 2013). Cordeiro et al. (1994)
demostraron la presencia de tres peptidasas glicosiladas con actividad coagulante de leche en extractos de
flores secas de C. cardunculus, obtenidos a un pH alcalino de 8.3. Fueron llamadas cynarasas 1, 2,y 3, y luego,
este nombre fue reemplazado por cyprosina segun las convenciones de nomenclatura de PAs (Cordeiro et
al.,1994). Las cardosinas se han purificado y caracterizado a partir de estigmas frescos de C. cardunculus
(Verissimo et al.,1995), sin embargo, cardosinas y cyprosinas nunca han sido co-purificadas (Pimentel et al.,
2007).

Las cyprosinas estan especificamente localizadas en las células epidérmicas de los estilos de las flores
de C. cardunculus. Los genes que codifican tanto para cyprosinas como para cardosinas se organizan como
una familia de multigenes que se expresan en las etapas tempranas del desarrollo floral (Pimentel et al.,
2007). EIl ARNm de las cardosinas se detecta en inflorescencias jévenes pero no en los pistilos de
inflorescencias completamente abiertas (Faro et al., 1999; Vieira et al., 2001). La expresidon de cardosina A
ocurre esencialmente en los pistilos, especificamente en las vacuolas de almacenamiento de proteinas de las
papilas estigmaticas asi como también en la gran vacuola central de las células del estilo desde el inicio del
desarrollo floral (Ramalho-Santos et al., 1998). Cardosina B se acumula en los pistilos hasta las ultimas etapas
del desarrollo floral localizandose en las paredes de las células y en la matriz extracelular del tejido de
transmision floral (Vieira et al., 2001).

Las diferencias en actividad y localizacién, sugieren que las dos cardosinas cumplen funciones
biolégicas diferentes. De este modo, para cardosina B se ha propuesto un rol en defensa o en la interaccién
polen-pistilo. En el caso de cardosina A intervendria en mecanismos proteoliticos mediados por adhesion, los
cuales estarian probablemente asociados con el crecimiento del tubo polinico.

Recientemente se ha propuesto que cardosina A seria una enzima bifuncional, ya que procardosina A
tendria un rol en eventos que ocurren durante y luego de la germinacion de las semillas de cardo. En los
embriones, este zimdgeno se acumula en cuerpos proteicos y paredes celulares. En cambio, cardosina B sélo
es detectable en las primeras etapas luego de la imbibicién de semillas, por lo que le cabria un rol en la
pérdida de estructuras limitantes (Pereira et al., 2008).
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En estudios posteriores, Sarmento et al. (2009) purificaron y caracterizaron cuatro nuevas PAs de
pistilos de C. cardunculus, elevando asi el nimero de PAs de esta especie a nueve. Estas cuatro enzimas:
cardosinaE, F, G, y H, son diméricas, glicosiladas y con actividad mdxima de alrededor de pH 4,3. Estas enzimas
se asemejan a cardosina A mas de lo que se asemejan a cardosina B o a cyprosina.

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LAS PROTEASAS ASPARTICAS

Se conocen cerca de 4000 enzimas, y de éstas, aproximadamente 200 se utilizan comercialmente. Sin
embargo, soélo alrededor de 20 enzimas se producen en escala verdaderamente industrial. Casi el 75% de
todas las enzimas industriales son enzimas hidroliticas, amilasas, peptidasas y lipasas dominan el mercado de
enzimas, lo que representa mas del 70% del total de ventas (Shuang et al., 2012). Dicho mercado se valoré en
4,2 mil millones de ddlares en el afio 2014 y se prevé que crezca a una tasa anual del 7,0% entre 2015 y 2020.

Dentro de las enzimas hidroliticas, las peptidasas constituyen el grupo mds importante de enzimas
industriales actualmente en uso, contribuyendo en gran medida a la industria quimica tradicional y moderna,
mejorando de este modo los procesos existentes. Son utilizadas en variados procesos tecnoldgicos que
incluyen la tiernizacién de carnes, la elaboracién de cerveza y de quesos, la panificacion, la industria de polvos
detergentes, el procesado de fibras textiles y cueros, la industria farmacéutica, el tratamiento de efluentes
industriales, cosméticos y como herramientas en investigacién y desarrollo (Gonzalez-Rabade et al., 2011).

Una propiedad critica en muchas aplicaciones como la industria de los detergentes o el tratamiento
del cuero es la alta estabilidad térmica (Glracar, 2011) El aumento de las temperaturas puede romper las
interacciones no covalentes dentro de una proteina plegada, lo que lleva a la desnaturalizacién de la misma.
Durante este proceso, la exposicidon de los residuos hidrofébicos puede potencialmente inducir la agregacién
de las proteinas. Ademas, estas moléculas también se pueden inactivar a través de algunos mecanismos
covalentes, tales como la desamidacidn de los residuos de Asn y Gln, hidrélisis de enlaces peptidicos, beta-
eliminacion de los enlaces disulfuro, y la oxidacién de residuos de Cys y Met (Qing et al., 2013). El indice
alifatico es el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales alifaticas (lkai, 1980). Un alto valor de dicho
indice indica que la proteina tiene un elevado contenido de cadenas alifaticas que le proveen
termorresistencia y por lo tanto estabilidad en diferentes condiciones (Sivakumar et al., 2007) y puede, por lo
tanto, ser potencialmente empleada en estos procesos.

La medicidn de la actividad hidrolitica sobre sustratos sintéticos es una forma sencilla de conocer la
especificidad de clivaje de las peptidasas, proporcionando informacién importante para aplicaciones
biotecnoldgicas, como la produccién de péptidos bioactivos a partir de proteinas de alimentos (Cimino et al.,
2015; Silva & Malcata, 2005). Algunos péptidos estdn ocultos e inactivos en las proteinas originales, pero
cuando son liberados pueden tener diversas aplicaciones biomédicas, como agentes antihipertensivos o
antioxidantes, entre otros (Bertucci et al., 2015; Perpetuo et al., 2003). Dado que la protedlisis cambia las
propiedades quimicas, fisicas, bioldgicas e inmunoldgicas de las proteinas, juega un papel importante en la
biotecnologia. La hidrdlisis de las proteinas de los alimentos mejora las caracteristicas nutricionales, retarda
el deterioro, modifica diferentes propiedades funcionales (solubilidad, formacién de espuma, coagulaciény
capacidades emulsionantes), previene interacciones no deseadas, modifica el sabor y olor y elimina factores
tdxicos o inhibidores, entre otros (Gonzalez-Rdbade et al., 2011). Una de las aplicaciones mas importantes de
las peptidasas en la industria alimentaria es el uso como cuajo en la fabricacién de queso. PAs tales como
quimosina, pepsina y algunas enzimas fungicas han sido utilizadas en el proceso de fermentacién y en la
produccién de una variedad de productos, incluyendo la produccion de queso, formaciéon de sabor y
produccién de péptidos bioactivos como nutracéuticos (Horimoto et al., 2009). Las PAs también han
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y patoldgicas humanas. Estas incluyen el uso de la pepsina en la enfermedad de Ulcera péptica, la
renina en la hipertensién, la plasmepsina en la malaria, la catepsina D (CatD) en la metastasis en canceres, la
catepsina E (CatE) en el sistema inmunoldgico, la peptidasa del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y BACE (enzima que cliva la proteina precursora B-
amiloide) en la enfermedad de Alzheimer (Horimoto et al., 2009).

Aplicaciones de las peptidasas asparticas de plantas

Se han estudiado diversas aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas de PAs de flores de cardo. Estas
incluyen la manufactura de quesos junto con otros usos, algunos potenciales o en proceso de evaluacion,
absolutamente contemporaneos (Vairo Cavalli et al., 2013).

Debido a la presencia de PAs con capacidad para coagular la leche, las flores de cardo del género
Cynara se utilizan tradicionalmente en la region del Mediterraneo para la produccién de quesos artesanales.
Por otra parte, las limitaciones de los consumidores en el uso de los cuajos por razones religiosas, la dieta (por
ejemplo, el vegetarianismo) o la oposicion a los alimentos genéticamente modificados han conducido a
focalizar el estudio de estas enzimas como sustitutos del cuajo (Vairo Cavalli et al., 2013). La presencia de PAs
con actividad coagulante de leche también se ha detectado en extractos acuosos de flores de varias especies
de Asteraceae (Brutti et al., 2012; Cimino et al., 2010; Lufrano et al., 2007; Vairo Cavalli et al., 2005). Se
encontré que el extracto acuoso de flores de Onopordum acanthium L. actia como cuajo vegetal adecuado
cuando se utiliza para obtener quesos semiduros de leche bovina (Brutti et al., 2012). Se propusieron a las
flores de Silybum marianum L. como una fuente alternativa de cuajo vegetal. Se observaron diferentes perfiles
peptidicos en caseinatos de cabra y oveja a través de hidrélisis provocada por las PAs presentes en los
extractos de cardo, con menor degradacion que en la hidrdlisis de caseinas bovinas (Vairo Cavalli et al., 2005,
2008). Los extractos acuosos de las flores de C. cardunculus L., C. Humilis L., y/o C. scolymus L., han
demostrado ser exitosos sustitutos cataliticos para el cuajo animal, y por lo tanto se han utilizado desde la
antigliedad desde el periodo de dominacidn romana hasta el presente en la fabricacion de quesos de ovejay
cabra en varios zonas rurales de la Peninsula Ibérica (Reis & Malcata, 2011; Reis et al., 2000; Delgado et al.,
2010). Se ha demostrado actividad coagulante de leche en las flores de C. calcitrapa L., pero la mayor
limitacion al uso de la PAs de esta especie en la preparacién de quesos es el bajo rendimiento del producto
final, junto con la heterogeneidad del perfil de sus peptidasas. Se ha propuesto el uso del cultivo de células
de plantas con estas caracteristicas para una produccion significativa de biomasa como una alternativa para
la produccién intensiva de estas proteasas sin dependencia de floracién estacional (Raposo & Domingos,
2008).

Los péptidos bioactivos presentes en la secuencia de aminodcidos de las proteinas de los alimentos
son de particular interés en nutricion y ciencia de los alimentos, porque se ha demostrado que estos
fragmentos de proteinas desempefian funciones fisioldgicas (Silva & Malcata, 2005). Estos péptidos se han
encontrado en sistemas modelos similares al queso que imitan los quesos fabricados con leche de oveja y
cabras que se han cuajado con las proteasas de C. cardunculus. Los quesos maduros contienen numerosos
péptidos que se originan principalmente de la descomposiciéon de las caseinas durante el proceso de
maduracién de los mismos. Las capacidades antioxidantes y de inhibicidn de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) se encuentran entre las bioactividades atribuidas a estos péptidos. Tavares et al. (2012)
propusieron que los concentrados de proteinas de suero lacteo hidrolizados por extractos de C. cardunculus
serian un ingrediente nutracéutico eficaz para la formulacidn de alimentos funcionales destinados al control
de la hipertension.

Cardosina A (C. cardunculus) muestra una accion especifica sobre el colageno. El colageno tipo | es el
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a un 30% de la proteina total. Pertenece al grupo del colageno fibrilar y constituye mds del 95% de colageno
total de muchos tejidos, tales como piel, tendones y huesos. Su degradacién es un problema fisioldgico y
patoldgico importante, ya que el mismo en estado nativo es resistente a la mayoria de las enzimas
proteoliticas. Las moléculas de colageno estan compuestas por tres cadenas helicoidales: dos a1y una « 2.
Los componentes del tejido conectivo conectivo son modulados por una matriz de metaloproteinasas,
lascuales son criticas para la desintegracion y remodelacién de la ME (Miller & Gay, 1987). Trastornos en el
equilibrio entre la produccidn y la degradacidn de la ME conduce a la formacién de ulceras crénicas con la
excesiva degradacion de la ME o a la fibrosis, por ejemplo, las cicatrices hipertréficas o queloides se
caracterizan por la acumulacidon excesiva de componentes de la ME. La fibrosis postquirirgica y la
consiguiente formacién de adherencias es un problema cotidiano en la practica clinica, y una causa ocasional
de la mortalidad. (Holmdahl et al., 1997). En estado nativo, el colageno es resistente a la mayoria de las
enzimas enddgenas y exdgenas. Se demostrd que cardosina A puede hidrolizar in vitro el colageno fibrilar
dentro de las cadenas ¢ . El patrén de hidrélisis de coldgeno tipo | mediante la accidon de cardosina A es
definido y mantenido por al menos 24 horas de digestidn, sugiriendo que la cardosina A puede hidrolizar
coladgeno en un pequefio niumero de uniones peptidicas especificas. Es por ello, que cardosina A ha sido
propuesta como herramienta en procedimientos médicos que requieran la remodelacién o un aumento de la
degradacion de la ME, siendo capaz de escindir el colageno dentro de la triple hélice, similar a la accidon
colagenolitica de catepsina K en tejidos de mamiferos (Duarte et al., 2005b). La inmovilizacién de cardosina A
en esponjas de quitosano no indujo alteraciones en la especificidad de la enzima, manteniendo asi la
capacidad de hidrolizar el coldageno de tipo I. Por su biocompatibilidad esta forma de cardosina A inmovilizada
resulta ser una herramienta promisoria en la prevencion de la formacion y reducciéon de adherencias en
cirugias abdominales (Pereira et al., 2005).

Ademas, esta peptidasa ha sido evaluada para disociar la corteza de embriones de ratas Wistar (linea
albina de la rata parda) con el fin de establecer cultivos neuronales primarios (Duarte et al., 2005a, 2007). Las
neuronas tratadas con cardosina A exhiben morfologia y funcién normales cuando se comparan con cultivos
preparados con el método de disociacion de tripsina ampliamente utilizado (Duarte et al., 2007). Mas aun, el
uso de cardosina generd una mejora de la regeneracion neuronal en las primeras etapas del cultivo después
de la disociacidn celular (Duarte et al., 2009). Otra aplicacidn de las cardosinas Ay B que ha sido desarrollada
exitosamente, se relaciona con la estabilidad de las mismas en sistemas bifasicos acuosos-organicos, lo cual
posibilité que exhiban la capacidad de catalizar la sintesis enzimatica de dipéptidos y tripéptidos en dichos
medios (Sarmento et al., 1998, 2004; Shmyrova et al., 2006).

Para la mayoria de los organismos vivos, las proteinas y péptidos antimicrobianos (AMPPs) son
componentes importantes para la defensa natural contra los patdgenos invasores. Se encuentran en una
amplia gama de organismos eucariotas, desde los vegetales a los seres humanos. Se ha demostrado que
algunas de estas proteinas y péptidos ejercen actividad espermicida. Asi, dichas moléculas se utilizan como
componentes del medicamento nonoxinol-9 que es utilizado actualmente como un agente espermicida
vaginal. Su accidn consiste en reducir la tensiéon superficial en la membrana del acrosoma del espermatozoide
alterando, de esta manera, su permeabilidad y movilidad. Es decir, produce un aumento de su
permeabilidad o la desestabilizacién de la misma cambiando, de esta manera, la carga neta del sistema. El
descubrimiento de nuevos grupos de AMPPs como potenciales antibidticos naturales representa un
prometedor descubrimiento hacia una nueva generacion de farmacos para el tratamiento de infecciones
bacterianas y fungicas. Ademas, el amplio espectro de actividades antimicrobianas reportado para estas
moléculas sugiere su potencial beneficio en el tratamiento de infecciones virales o parasitarias y el cancer. En
contraste con los antibidticos convencionales, actian por perturbacion fisica o por destruccidn de la funcidn
de barrera de la membrana plasmatica sin la participacion de un receptor especifico (Mendieta et al., 2010).
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Dos isoformas de la PAs de S. tuberosum, StAP1 y StAP3, presentan actividad antimicrobiana contra
patégenos de papa y actividad citotdxica frente a patdgenos de plantas y espermatozoides. Estas proteinas, asi
como otros AMPPs, son capaces de unirse a la superficie de las células microbianas y producir cambios en el flujo
de iones de la membrana plasmatica ocasionando de esta forma su posterior muerte celular. Los resultados
mostraron que estas moléculas son compuestos espermicidas eficaces que inducen desestabilizaciéon de la
membrana plasmatica y la muerte celular de espermatozoides bovinos y humanos, sin ningun efecto perjudicial
sobre las células vegetales y los eritrocitos humanos (Cesari et al., 2007; Mendieta et al., 2010).

Por otro lado, estas moléculas son capaces de tener también, un efecto citotdxico dependiente de la dosis
sobre las células Jurkat T, una linea celular de leucemia humana, mientras que este efecto no se ejerce sobre los
linfocitos T. Ademads, son capaces de producir alteraciones en la morfologia celular de dichas células incubadas
con diferentes cantidades de StAPs. Estos cambios implican la induccién de la apoptosis de las células Jurkat T
(Mendieta et al,. 2010).

Mufioz et al. (2010) demostraron que el dominio PSI de la PAs de S. tuberosum, StAsp-PSI, al igual que las
proteinas tipo saposinas (SAPLIPs) son capaces de interactuar con la membrana plasmatica de células de
mamiferos, aumentando la permeabilidad de la célula y produciendo muerte celular. Esta actividad citotdxica de
StAsp-PSl es selectiva. Si bien estas proteinas son tdxicas para microorganismos patégenos humanos y de plantas,
hongos, oomicetos, bacterias Gram (-) y Gram (+) y células cancerigenas, las mismas no son capaces de matar
las células T humanas, los glébulos rojos humanos y células vegetales. Egas et al. (2000) encontraron que el PSI
recombinante es capaz de interactuar con vesiculas fosfolipidicas y de inducir la fusidon de su contenido. Aln asi,
el rol del PSI no ha sido completamente esclarecido. Simdes y Faro (2004) propusieron que participaria en
mecanismos de defensa contra patdgenos y/o en la muerte celular, en base a su capacidad de interactuar con
membranas lipidicas. Sin embargo, White et al. (1999) encontraron en la procyprosina recombinante que el PSI
tiene como funcién asegurar que el polipéptido naciente de la proenzima esté correctamente plegado y sea capaz
de activarse hasta ser una enzima madura.

CONCLUSIONES

Las PAs de plantas, conocidas colectivamente como fitepsinas (EC 3.4.23.40), son endopeptidasas
bilobuladas presente en una amplia variedad de especies de plantas con actividad enzimatica principalmente a
pHs acidos y tienen dos residuos de acido aspartico situados a cada lado de una hendidura catalitica que son
responsables de la catdlisis. La expresidn de las PAs no tiene una distribucién aleatoria en las plantas sino mas
bien tejido-especifica, pueden acumularse en diferentes compartimentos. Por otro lado, la misma proteina
puede ser secretada al apoplasto o ser dirigida a la vacuola dependiendo del tipo de célula y estado de desarrollo
de la misma, sugiriendo de este modo un mecanismo estricto en la regulacidon del transito celular. Mas aun,
algunas especies de plantas tienen multiples genes de PAs que se expresan en distintos tejidos, lo que sugiere
cierta especializacidn funcional La presencia del dominio PSI ha sido vinculado al transito intracelular de las PAs
heterodiméricas. Las flores de varias especies de la tribu Cardueae poseen actividad extremadamente alta de
PAs en ciertos tejidos, incluso cuando la actividad aspartilendopeptidasa se encuentra en niveles relativamente
bajos en la planta. Las flores de varias especies de la tribu Cardueae poseen actividad alta de PA en ciertos tejidos,
aun cuando la actividad aspartilendopeptidasa en la planta es relativamente baja Es por esta razén que en las
dos ultimas décadas, las PAs presentes en flores de cardo han sido objeto de estudio intensivo.
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En los ultimos afios, se han encontrado que las proteasas de plantas exhiben propiedades prometedoras
para su aplicacidon. Aunque las proteasas vegetales se emplearon originariamente a partir de extractos crudos o
parcialmente purificados, hoy en dia, son accesibles en forma purificada y con propiedades nuevas u optimizadas,
gracias a la utilizacién de técnicas de ingenieria genética. Es probable que en el futuro existan proteasas con
propiedades que en la actualidad constituyen sélo propuestas potenciales de empleo en diferentes areas. Asi,
las PAs de flores de cardos son utilizadas en diversas aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas que incluyen:

v" . Manufactura de quesos, debido a la presencia de las PAs en las flores de cardo del género Cynara
con capacidad para coagular la leche.

v" Dada la accién especifica de cardosina A de C cardunculus L. sobre el coldgeno, esta enzima ha sido
propuesta para la asistencia en procedimientos médicos o técnicos que requieran la remodelacion
de matriz extracelular.

v"Inmovilizacién en esponjas de quitosano, resultando asi una herramienta promisoria en la
prevencion de la formacién y reduccion de adherencias en cirugias abdominales.

v" Como catalizadores en disolventes organicos con el fin de obtener productos intermedios de
reaccién que se consumen rapidamente en buffer acuosos.

v" Actividad citotdxica frente a patdgenos de plantas y espermatozoides, siendo candidatos adecuados
en el desarrollo de ensayos de anticonceptivos microbicidas en el futuro, entre otras aplicaciones.

En las dltimas dos décadas, las PAs presentes en flores de cardo han sido objeto de gran
interés en la industria farmacéutica y biotecnolégica. Recientes desarrollos biotecnolégicos y, en
particular, la ingenieria de proteinas predicen la aparicidon en el futuro cercano de proteasas de

plantas con mds y mejores propiedades industriales.
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