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Marco Teórico
1. Introducción

1.1. Generalidades de proteasas

Las proteasas como son hidrolasas que catalizan procesos de hidrólisis de enlaces

peptídicos de proteínas, mediante la participación de una molécula de agua, para

formar péptidos de menor tamaño y/o aminoácidos libres (Figura 1). Se encuentran

ampliamente distribuidas en casi todas las plantas, animales y microorganismos, siendo

que en organismos superiores alrededor del 2 % del genoma, codifica para estas

enzimas (Habib, 2007; Ivanov, 2006 Joanitti, 2006).

Figura 1- Fragmentación de proteínas en unidades de menor tamaño catalizada por proteasas.

Estas enzimas están implicadas en una multitud de reacciones fisiológicas, desde la

absorción de aminoácidos de la dieta y eliminación de proteínas no deseadas, hasta

acontecimientos de proteólisis catalizada en cascadas altamente reguladas. Por

ejemplo, la participación como mediadores de la iniciación, transmisión y terminación

de muchos de los eventos celulares, tales como la inflamación (sistema del

complemento), vías de apoptosis y coagulación sanguínea (Ivanov, 2006). A pesar de

que estas enzimas son indispensables en la célula y los organismos en los que residen,
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pueden ser potencialmente perjudiciales cuando se sobreexpresan o están presentes en

altas concentraciones. Por esta razón, estas enzimas deben estar estrictamente

reguladas y controladas (Rawlings, 2004).

En 1992 el Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología

Molecular (NC- IUBMB) reconoció cuatro clases de proteasas: aspárticas, serínicas,

metaloproteasas y cisteínicas, según posean un residuo de aspartato, serina, grupo

metálico o cisteínas en su sitio activo, respectivamente (Fan, 2005). Se subdividen en

exopeptidasas que actúan sobre aminoácidos ubicados en el N o C- terminal, y

endopeptidasas, que rompen enlaces peptídicos internos de los polipéptidos (De León,

2002).

1.2. Proteasas Serínicas

Las proteasas serínicas son la clase más estudiada de proteasas. Estas se agrupan en

clanes que comparten similitudes estructurales. Los clanes más importantes son: el clan

de quimotripsina y el de subtilisina. El clan quimotripsina incluye enzimas de mamíferos,

de las cuales, las tres que han sido estudiadas con mayor detalle son: quimotripsina,

tripsina y elastasa (Fun, 2005). Estas tres proteasas son el resultado de evolución

divergente y difieren en su especificidad.

Las proteasas tipo serínicas reciben este nombre  ya que poseen un residuo de serina

reactivo, Ser-195, que ataca el carbonilo del sustrato formando un intermedio acil-

enzima (catálisis covalente nucleofílica) entre el grupo acilo del sustrato y la serina de la

enzima. La reactividad de la serina es dependiente de su disposición con respecto a

otros dos residuos,  el Asp-102 y la His-57, estos tres residuos se conocen como la

tríada catalítica. La His-57 y el Asp-102 se encuentran en el dominio 1, y mientras que

la Ser-195 en el dominio 2. En los diagramas estos aminoácidos se indican en color rojo

(Figura 2) (Muller- Esterl, 2008).
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La his-57 polarizada por Asp-102 actúa  como base y acepta un protón de la serina, la

forma desprotonada de la Ser-195 es un nucleófilo más fuerte que la protonada (Muller-

Esterl, 2008).

Figura 2- Triada catalítica de las proteasas tipo serina.

1.3. Tripsina

La  tripsina  (E.C. 3.4.21.4)  es utilizada como modelo dentro de las proteasas serínicas.

Es una endopeptidasa que presenta alta especificidad hidrolizando enlaces peptídicos

cuyo carboxilo corresponden a una arginina o lisina, excepto cuando el siguiente

residuo es una prolina (Marques, 2011; Muller- Esterl, 2008).  Es producida en el

páncreas donde se dispone en vesículas secretoras en su forma proenzima inactiva,

tripsinogeno (Uesugi, 2011).
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Las vesículas que contienen tripsinogeno migran hacia las microvellosidades y una vez

allí, donde células de la mucosa intestinal segregan la enzima enteroquinasa, se escinde

un hexapéptido del tripsinogeno para formar tripsina activa cuando el pH se encuentra

entre 5.2 y 6.0. Una vez formada, la tripsina puede también realizar una división

hexapéptidica del tripsinogeno, proporcionando más tripsina. De esta forma, la tripsina

convierte otras formas inactivas de enzimas pancreáticas en sus formas activas (García,

2007; Terra, 2005).

Las secuencias completas de tripsinas de distintos orígenes se caracterizan por tener un

péptido señal de activación, seguido de la secuencia correspondiente a la forma activa

de la tripsina, ésta incluye un N- terminal conservado, formado por los residuos IVGG.

También están conservados los aminoácidos de la triada catalítica, así como tres pares

de residuos de cisteína que forman puentes disulfuro y el residuo de Asp 189, que es

determinante para la especificidad (Figura 3) (Barrett, 1998; Díaz, 2006; Terra, 2005).

Figura 3- Representación de la estructura de la Tripsina (Robert Stroud/ Universidad de California, San

Francisco).
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La tripsina en mamíferos presenta un peso molecular de alrededor de 24 kDa

(Ásgeirsson, 1989; Díaz, 2006). La forma activa consta de una cadena polipeptídica de

224 aminoácidos de longitud que adopta la forma de una molécula globular con dos

dominios ricos en lámina plegada β. En el punto de contacto de ambos dominios, la

superficie de la tripsina presenta un bolsillo que alberga el lugar de unión del sustrato

(Figura 4). El centro activo tiene dos funciones: la unión del sustrato y  la catálisis de la

rotura. Como se observa en el modelo de cintas, ambos dominios son necesarios para

formar la triada catalítica (Muller- Esterl, 2008).

Figura 4- Modelo de cintas de la estructura espacial de la tripsina. Representación llenado espacial del

contorno.

El residuo de aspartato (Asp 189) localizado en el dominio catalítico 1 de la tripsina

tiene la función de atraer y estabilizar lisinas y argininas (ambas cargadas

positivamente) y por ello es responsable de la especificidad de la enzima (Figura 5).

(Marques, 2011; Muller- Esterl, 2008). Así queda establecida la preferencia por

sustratos, la cadena lateral del sustrato cargada negativamente puede formar un
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puente salino en el bolsillo catalítico, las cadenas laterales negativas son repelidas; las

no cargadas y polares no se pueden unir fuertemente (Muller- Esterl, 2008).

Figura 5- Especificidad de la tripsina.
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1.4. Generalidades de Inhibidores

La actividad de una enzima puede ser disminuida o eliminada completamente por la

acción de ciertas sustancias a las cuales se las conoce con el nombre genérico de

inhibidores enzimáticos. No deben ser incluidos en este grupo aquellos agentes que

producen simplemente la destrucción de la enzima.

Los inhibidores se pueden clasificar en dos grandes grupos: Irreversibles y

Reversibles. En el primer caso la enzima no recobra su actividad por remoción del

inhibidor libre. Esto es debido a que el inhibidor se une covalentemente o tan

fuertemente que su disociación es despreciable. Así las sustancias tóxicas a menudo

son inhibidores irreversibles de enzimas clave en el metabolismo. En el segundo caso, la

enzima recobra su actividad por remoción del inhibidor libre (por ejemplo por simple

diálisis). Lo cual demuestra que hay un equilibrio entre el inhibidor libre y la enzima.

En la inhibición reversible, el inhibidor también interactúa con algún grupo esencial de

la enzima pero en forma reversible. Existen distintas formas de interacciones que se

traducen en varios tipos de inhibición perfectamente diferenciables experimentalmente.

Se pueden clasificar como inhibidor: competitivo, acompetitivo, mixto y  no competitivo,

según el efecto que produzcan en las constantes Km y V max. Este efecto dependerá de

que el inhibidor se una a la enzima libre, al complejo enzima- sustrato o ambos

(Leatherbarrow, 1990).

En la inhibición competitiva el inhibidor se combina reversiblemente con la enzima

libre en el sitio activo por el cual se debería de unir el sustrato, impidiendo por lo tanto

la formación del complejo activo enzima- sustrato. De ahí el nombre de competitiva,

porque efectivamente tanto el inhibidor como el sustrato compiten por el mismo sitio

tratando de desplazarse mutuamente. Por ello este tipo de inhibición se caracteriza en

que puede disminuir considerablemente aumentando la concentración de sustrato. La
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inhibición competitiva aumenta el valor de Km, pero no afecta la Vmáx (Leatherbarrow,

1990; Lineweaver, 1934; Peretó, 2007) (Figura 6).

Figura 6- Formación de complejo y Diagrama de Lineweaver- Burke Inhibición competitivo.

Los inhibidores acompetitivos se unen al complejo enzima- sustrato interfiriendo

con la formación de producto, pero no a la enzima libre. Son poco frecuentes para

enzimas que presentan un único sustrato, pero se observan en sistemas multisustrato.

Los inhibidores acompetitivos modifican tanto Km como Vmáx (Figura 7) (Leatherbarrow,

1990; Lineweaver, 1934; Peretó, 2007).

Los inhibidores mixtos se unen tanto a la enzima libre como al complejo enzima-

sustrato, por lo tanto interfieren con la unión del sustrato y la formación del producto.
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Figura 7- Formación de complejo y Diagrama de Lineweaver- Burke Inhibición acompetitivo.

Los inhibidores de tipo mixto incrementan la Km y dificultan la catálisis por lo que

disminuyen la Vmax (Figura 8) (Leatherbarrow, 1990; Lineweaver, 1934; Peretó, 2007).

Figura 8- Formación de complejo y Diagrama de Lineweaver- Burke Inhibición mixta.
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Los inhibidores no competitivos, son un tipo especial de inhibidores mixtos que se

unen con igual afinidad a la enzima libre y al complejo enzima- sustrato. En la inhibición

no competitiva, se postula que el inhibidor se une con la enzima en otro sitio, que no es

aquel por el cual  se une el sustrato.  Por esa razón la unión del sustrato con la enzima

no es afectada por la presencia del inhibidor y se puede formar entonces un  complejo

enzima-sustrato-inhibidor. Pero este complejo es catalíticamente inactivo y no puede

escindirse en productos de la reacción  y complejo enzima-inhibidor. Este tipo de

inhibición se caracteriza entonces porque no puede ser revertido por un aumento de la

concentración de sustrato. El sustrato no puede desplazar al inhibidor unido a la enzima

Como resultado, el grado de inhibición depende solamente de la concentración del

inhibidor. La inhibición no competitiva no modifica la Km pero disminuye la Vmáx

(Leatherbarrow, 1990; Lineweaver, 1934; Peretó, 2007).

1.5. Inhibidores de Proteasas

El estudio científico de los inhibidores de la proteasas es casi tan antiguo como el de las

propias proteasas. Las células no podrían sobrevivir mucho tiempo si estas poderosas

enzimas no estuvieran reguladas. Aunque Northrop y Kunitz identificaron los primeros

inhibidores naturales de proteasa como parte de sus estudios de proteasas en la década

de 1930, no se comenzó a diseñar inhibidores de proteasa en el laboratorio hasta

aproximadamente una década más tarde, e incluso entonces los avances fueron

irregulares. Desde entonces cientos de inhibidores de proteasas son ahora conocidos y

objeto de miles de comunicaciones de investigación. El interés en la comprensión de la

importancia fisiológica de los inhibidores de proteasas se ha incrementado debido a su

capacidad de regular distintos procesos en los que las proteasas actúan. Son

importantes herramientas para lograr un mejor entendimiento del metabolismo de las

proteínas y se pueden utilizar para diseñar nuevas sustancias para el control de

enfermedades y procesos patológicos (Lingaraju, 2008).
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En general los inhibidores de proteasas son pequeños y bastante comunes en la

naturaleza, estando presente en todas las formas de vida. La mayoría de los inhibidores

actúan con su proteasa objetivo a través del sitio activo, lo que resulta en la formación

de un complejo proteasa- inhibidor, que es incapaz de presentar actividad enzimática.

Los inhibidores naturales de proteasas tienen una enorme diversidad de función, siendo

esenciales para la regulación de la actividad de sus correspondientes proteasas en las

vías metabólicas en que participan (Birk, 2003).

1.6 Inhibidores de Proteasas en Plantas

Algunos insectos y muchos de los microorganismos fitopatógenos secretan enzimas

extracelulares y, en particular, las enzimas que causan una digestión proteolítica que

desempeñan un papel importante en la patogénesis. Las plantas, sin embargo, también

han desarrollado mecanismos para luchar contra estos organismos invasores. Una

importante línea de defensa que las plantas tienen para luchar contra estos patógenos

es a través de diversos inhibidores que actúan disminuyendo la actividad proteolítica.

Estos inhibidores están distribuidos en todo el reino vegetal y se han descrito en

muchos especies de plantas (Habib, 2007). Suelen ser pequeñas proteínas que

generalmente se presentan en altas concentraciones en los tejidos de plantas, llegando

a contribuir hasta el 10% del contenido total de proteínas en estas. Se los ha

detectado en  hojas y principalmente en semillas (Ryan, 1990). Se ha reportado que

inhibe el crecimiento y el desarrollo de los animales que se alimentan de estas plantas.

Algunos de los efectos observados en los animales son la disminución de la adsorción

de nitrógeno y un aumento en el tamaño del páncreas (Liener, 1980). Los inhibidores

de proteasas de plantas se han descripto como reguladores endógenos de la actividad

proteolítica  (Chaudhhary, 2008; Franco, 2003).
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1.7. Inhibidores de Proteasas Serínicas

Los inhibidores de proteasas se han agrupado en familias y subfamilias diferentes, en

base a la secuencia, pliegues, dominios o unidades de la proteína inhibidora. Las

plantas  contienen una variedad de inhibidores de proteasas serínicas que han sido

aislados de distintos tejidos y órganos vegetales. Las familias que han presentado

actividad inhibitoria frente proteasas serínicas en plantas han sido: Serpin, Bowman

Birk, Kunitz, Squash, Mustard y Cereal (Habib, 2007).

Dentro de este grupo de inhibidores ampliamente estudiado, se ha puesto énfasis en

los inhibidores de tripsina, si bien hasta el momento, sólo se conocen muy pocas

fuentes naturales de inhibidores de la tripsina (Fei Fang, 2010).

1.8. Aplicaciones Industriales de Inhibidores de Proteasas

Serínicas de Plantas

En 1991, los inhibidores de proteasas de plantas ya habían aparecido para uso

terapéutico y aplicaciones de laboratorio. Los estudios epidemiológicos de la reducida

incidencia de cáncer de mama, colon y próstata en poblaciones vegetarianas sugirieron

un papel importante de estos inhibidores vegetales en la prevención de estos tipos de

cáncer. Se ha demostrado la regulación de procesos fisiológicos humanos con

inhibidores de proteasa de plantas, por ejemplo, señalización celular, digestión,

fertilización, crecimiento, diferenciación, defensa inmunológica, cicatrización de heridas

y apoptosis, por lo cual presentan un gran potencial terapéutico (Billings, 1992; Fan,

2005; Fei Fang, 2010).

Por lo cual es de vital importancia explorar nuevas fuentes naturales que muestren

capacidad inhibitoria procurando aumentar el valor agregado de nuestra flora

autóctona.
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1.9. Generalidades de Schinus molle (Anacahuita)

Schinus molle vulgarmente conocido como anacahuita, es una especie nativa de

Sudamérica (Heywood, 1993) perteneciente a la Familia Anacardiaceae (Cabrera,

1965). Su rango de distribución de América del Sur abarca: Ecuador, Paraguay, Perú,

sur de Brasil, Chile, Argentina y Uruguay (Tortorelli, 1956).

Se trata de un árbol pequeño que crece entre 4 y 8 m de altura con un tronco de 25-

35 cm de diámetro. Tiene hojas largas perennes, pinadas y discretas, flores de color

blanco verdoso. Es una planta polígama dioica, es decir que algunas de sus flores son

hermafroditas en tanto que otras son masculinas. Las hermafroditas y las masculinas

están separadas en distintos pies (o sea, en distintos árboles). Las flores masculinas no

pueden dar frutos, mientras que las hermafroditas sí, originan drupas del tamaño de un

grano de pimienta, de color rosa brillante, con muy poca carne (de Wit, 1993; Wano,

2008) (Figura 9).

Figura 9- Imágenes del árbol Schinus molle, sus hojas, flores y drupas.
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Desarrollo Experimental

2. Objetivos

2.1. Objetivo General:

Búsqueda y evaluación de la capacidad inhibitoria de tripsina en extractos de

drupas y hojas de Schinus molle.

2.2. Objetivos Específicos:

Obtención de extractos de S. molle en distintas condiciones

Búsqueda de actividad proteolítica en los extractos de S. molle

Búsqueda de actividad inhibitoria de tripsina en los extractos de S. molle

Evaluación de la capacidad inhibitoria de extractos seleccionados:

 Determinación de capacidad inhibitoria 50% (IC50)

 Determinación de pH óptimo

 Determinación del tipo de inhibición



2012
[BÚSQUEDA Y EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE TRIPSINA EN

EXTRACTOS DE SCHINUS MOLLE.

21

Materiales & Métodos

3. Materiales:

3.1. Vegetales:

El material vegetal de Schinus molle fue colectado de la ciudad de Pando, Canelones

(Uruguay). Las hojas verdes fueron colectadas mensualmente durante el período de un

año y drupas secas fueron colectadas en el mes de Diciembre.

3.2. Reactivos:

Azocaseína SIGMA- A 2765; Na- Benzoyl- L- Arginine Ethyl Ester (BAEE); Tripsina

Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) (SIGMA)

Fosfato de sodio mono y disódico; etanol; HCl; hipoclorito de sodio; metanol; NaOH;

ácido tricloroacético (TCA) (Calidad PPA)

3.3. Equipos

Agitador Magnético, Baño de agua termostatizado, Centrifuga Refrigerada Sigma 3 K

18, rotor 19776- H, Centrifuga Sigma 2-15, rotor nº 12145, Espectrofotometro UV-

visible Shimadzu UV- 1603.



2012
[BÚSQUEDA Y EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE TRIPSINA EN

EXTRACTOS DE SCHINUS MOLLE.

22

4. Métodos:

4.1. Preparación de extractos

Fueron preparados extractos vegetales a partir de hojas frescas y drupas de S. molle

(Figura 10). El material vegetal fue desinfectado durante 30 minutos con hipoclorito de

sodio (0.5% v/v), enjuagado repetidas veces con agua destilada y secado en corriente

de aire sobre papel de filtro.

Figura 10- Hoja fresca (izquierda) y drupas secas (derecha) de S. molle.

4.1.1. Extractos acuosos

A. Fueron pesados 2.0 g de hojas y drupas por separado, fueron agregados 10 mL de

agua destilada, machacado en mortero y colocado en agitador magnético durante 5

minutos a la temperatura correspondiente. El preparado fue filtrado a vacío por vidrio

sinterizado y el filtrado obtenido fue centrifugado durante 10 minutos a 6654 xg a 4ºC.

Se trabajo con agua destilada en dos condiciones de temperaturas distintas: 25 y

100ºC.
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B. Fueron pesados 2.0 g de hojas, fueron agregados 10 mL de agua destilada a 25ºC,

machacado en mortero y colocado en agitador magnético durante 24 y 48 horas a la

temperatura ambiente. El preparado fue filtrado a vacío por vidrio sinterizado y el

filtrado obtenido fue centrifugado durante 10 minutos a 6654 xg a 4ºC.

C. Fueron preparados extractos seriados a partir de hoja de anacahuita, pesando 8.0 g

de material vegetal, fue agregado 40 mL de agua destilada, machacado en mortero y

colocado en agitador magnético durante 5 minutos a la temperatura correspondiente.

El preparado fue filtrado a vacío por vidrio sinterizado. Fueron pesados nuevamente 4.0

g de hoja y agregados 20 mL del filtrado previamente obtenido, se repitió

procedimiento. Por último, fueron medidos 10 mL del filtrado anterior y agregados a 2.0

g de hoja, machacado en mortero y colocado en agitador magnético durante 5 minutos

a las temperaturas correspondientes. El preparado obtenido fue filtrado a vacío por

vidrio sinterizado y el filtrado obtenido fue centrifugado durante 10 minutos a 6654 xg a

4ºC.

Se trabajo con agua destilada en dos condiciones de temperaturas distintas: 25 y

100ºC.

Los extractos obtenidos fueron fraccionados y almacenados a -20ºC.

4.1.2. Extractos etanólicos

A. Fueron pesados 2.0 g de hojas y drupas por separado, fueron agregados 10 mL de

etanol, machacado en mortero y colocado en agitador magnético durante 5 minutos a

la temperatura correspondiente. El preparado fue filtrado a vacío por vidrio sinterizado y

el filtrado obtenido fue centrifugado durante 10 minutos a 6654 xg a 4ºC.  Se trabajo

con agua destilada en dos condiciones de temperaturas distintas: 25 y  40ºC.
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Los extractos etanólicos fueron colocados en rotavapor a 45ºC, luego de evaporado el

alcohol, el extracto seco fue resuspendido en 10 mL de agua destilada. Los extractos

obtenidos fueron fraccionados y almacenados a -20 ºC.

4.2. Determinación de actividad proteolítica

4.2.1. Método de Azocaseína (sustrato semi- sintético no específico)

Se determinó la actividad proteolítica utilizando azocaseína como sustrato por

modificación del método de Andrew & Asenjo. Fueron mezclados y termostatizado en

baño de agua a 37ºC durante 5 minutos: 340 µL de solución azocaseína 1% y 340 µL

de buffer fosfato de sodio 0.2 M pH 7.2. Fueron agregados 340 µL de muestra

(mantenida en frío hasta el momento) y desarrollada la reacción en baño de agua a

37ºC a tiempo final de acuerdo al ensayo. La reacción fue detenida con el agregado de

340 µL de TCA 10% y las muestras centrifugadas a 13000 rpm durante 30 minutos.

Luego, fue medida la Ab 337nm. Para la preparación de los blancos, se realizó el

agregado del TCA 10% previo al agregado de la muestra (Vallés, 2007).

Una unidad enzimática (UAzo) queda definida como la cantidad de enzima necesaria

para producir un incremento en una unidad de absorbancia a 337 nm en las

condiciones del ensayo.

( / ) = ( − ) ∗.
FD= Factor de Dilución

0.34= Volumen (mL) de enzima utilizados
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4.2.2. Método de Nα-Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE) (sustrato sintético

específico)

Se determinó la actividad proteolítica utilizando BAEE como sustrato. Fueron mezclados:

3.0mL de solución BAEE 0.25 mM en buffer fosfato de sodio 67 mM, pH 7.6

termostatizado a 25ºC con 0.2 mL de preparado enzimático de 610- 625 UBAEE/mL.

Inmediatamente después se mezclo por inversión y fue medido el incremento Ab 253nm

durante un minuto. Para la preparación del blanco se mezclaron 3.0 mL de BAEE 0.25

mM y 0.2 mL de buffer fosfato de sodio 67 mM (Bergmeyer, 1974).

Una unidad BAEE (UBAEE) es aquella que produce un ∆Ab 253nm de 0.001 por minuto

utilizando BAEE como sustrato a pH 7.6, 25 ºC en un volumen de reacción de 3.2 mL.

( / ) = (∆ / − ∆ / ) ∗( . ) ∗ ( . )
FD= Factor de Dilución

0.001= El cambio de A253nm /min por unidad de tripsina a pH 7.6 a 25 ºC en la mezcla de 3.2 mL.

0.2= Volumen (mL) de enzima utilizados
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4.3. Determinación de los Parámetros de Actividad de Tripsina con

Azocaseína

4.3.1. Determinación de límites de la actividad de preparado enzimático a emplear

según ensayo 4.2.1 .

Fue determinada la actividad proteolítica de distintas concentraciones de tripsina

preparadas en buffer fosfato de sodio 0.2M pH 7.2 por método 4.2.1 a tiempo final 10

minutos. Fueron promediadas las medidas de actividad correspondiente a los ensayos

realizados por triplicado.

4.3.2. Estudio de la actividad en el tiempo de reacción

Fue determinada la actividad de solución de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato

de sodio 0.2M pH 7.2) por método 4.2.1 a los siguientes tiempos finales de incubación:

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 minutos en las condiciones del ensayo. Fueron

promediadas las medidas de actividad correspondiente a los ensayos realizados por

triplicado.

4.3.3. Estudio de la actividad de la tripsina Vs concentración de sustrato

Fue determinada la actividad de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato de sodio 0.2M

pH 7.2) por método 4.2.1 a los tiempos: 0, 3, 6, 9 y 12 minutos para cada una de las

siguientes concentraciones de sustrato: 0.075, 0.10, 0.15, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 y 2.00

% (w/v). Fue calculada la velocidad de reacción (V0) para cada concentración de

sustrato. Los valores obtenidos de los ensayos realizados por triplicado fueron

promediados.
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4.4. Inhibición de tripsina con inhibidor serínico comercial (PMSF)

Se preparó una solución de PMSF 200 mM en metanol inmediatamente antes de ser

usada.

4.4.1. Tiempos de inhibición enzimática

Fueron ensayados distintos tiempos de inhibición (0, 5, 10, 20, 30, 45 minutos) de

tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato de sodio 0.2M pH 7.2) con una concentración

final fija de PMSF (2.0 mM) en baño de agua a 37ºC. La actividad fue determinada

mediante método 4.2.1 a tiempo final 10 minutos y se calculó actividad remanente

(%AR) considerando como 100% de actividad la correspondiente a la solución de

tripsina incubada con buffer fosfato de sodio 0.2M pH 7.2. Los valores obtenidos de los

ensayos realizados por triplicado fueron promediados.

4.5. Búsqueda de actividad proteolítica en extractos vegetales

Fue realizada la búsqueda de actividad proteolítica por método 4.2.1 en todos los

extractos vegetales obtenidos.

4.6. Búsqueda de actividad inhibitoria de tripsina en extractos de

S. molle

Fueron mezclados 900µL de solución de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato de

sodio 0.2M pH 7.2) con 100 µL de cada extracto durante 30 minutos en baño a 37ºC.

En el caso de los extractos de drupa, se realizo una dilución 1/3 de los mismos previo a

la mezcla. Fue determinada la actividad mediante método 4.2.1. y se calculó %AR

considerando 100% de actividad la correspondiente a la solución de tripsina incubada
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con buffer de actividad en las condiciones del ensayo. Los valores obtenidos de los

ensayos realizados por triplicado fueron promediados.

4.7. Determinación de parámetros de inhibición de tripsina con

extractos de S. molle de mayor actividad inhibitoria

4.7.1. Tiempos de inhibición enzimática

Fueron mezclados 900µL de solución de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato de

sodio 0.2M pH 7.2) con 100µL de extracto. En caso del extracto de drupa, se realizó

una dilución 1/3 del mismo previa a la mezcla. Los tiempos de inhibición ensayados

fueron: 0, 5, 10, 20, 30, 45 minutos en baño a 37ºC. La actividad fue determinada

mediante el método 4.2.1 a tiempo final 10 minutos. Fueron promediados los valores

obtenidos por triplicado en las condiciones de ensayo.

4.7.2. Determinación del tipo de inhibición- Diagrama Lineweaver-Burke

Fueron mezclados 900µL de solución de tripsina (610- 625 UBAEE/mL, buffer fosfato de

sodio 67 mM pH 7.6) con distintos volúmenes de extractos seleccionados: 0, 6.0, 10.0,

20.0, 40.0 y 60.0 µL. En todos los casos fueron alcanzados los 1000 µL de mezcla con

buffer fosfato de sodio 67 mM. Se incubó durante 5 minutos en baño a 25ºC. La

actividad enzimática fue determinada por el método 4.2.2 con distintas concentraciones

de BAEE (0.05, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.3 y 0.5 mM).
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4.7.3. Tratamiento de datos

Fue llevada a cabo la linealización de los datos obtenidos en 4.7.2 para cada volumen

de extracto incubado con la solución de tripsina a través de la relación 1/V0 Vs

1/[BAEE]. A partir de la pendiente de la recta obtenida de la solución de tripsina sin

inhibir con extracto, se determinó Km y Vmáx de la reacción en las condiciones de ensayo

a través de la relación: pendiente=Km/ Vmáx ; corte con eje de ordenadas= 1/Vmáx.

4.7.4. Determinación de IC50 por método 4.2.1

Fueron mezclados 900µL de solución de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL: buffer fosfato de

sodio 0.2M pH 7.2) con distintos volúmenes de extracto de hoja y drupa: 0, 10.0, 20.0,

30.0, 40.0, 60.0 y 100µL. En todos los casos fueron alcanzados los 1000 µL de mezcla

con buffer fosfato de sodio 0.2M. Se incubó durante 5 minutos en baño a 37ºC. La

actividad fue determinada mediante método 4.2.1 a distintos tiempos (0, 3, 6, 9 y 12

minutos).

4.7.5. Determinación de IC50 por método 4.2.2

Fueron mezclados 900µL de solución de tripsina (610- 625 UBAEE/mL, buffer fosfato de

sodio 67 mM pH 7.6) con distintos volúmenes de extracto de hoja y drupa: 0, 6.0, 10.0,

20.0, 30.0, 40.0 y 60.0µL. En todos los casos fueron alcanzados los 1000 µL de mezcla

con buffer fosfato de sodio 67 mM. Se incubó durante 5 minutos en baño a 25ºC y fue

determinada la actividad mediante método 4.2.2.
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4.7.6. Tratamiento de datos

A partir de los datos obtenidos en 4.7.4 y 4.7.5 se gráfico 1/V0 Vs volumen de extracto

ensayado. El corte obtenido de esta recta con el eje de las abscisas= IC50 según el

gráfico de Dixon.

4.8. Evaluación del extracto acuoso de hoja extraído a 100ºC en 5

minutos de agitación

4.8.1. Estudio de pH óptimo de inhibición

Se mezclaron 900µL de tripsina (3.0- 3.3 UAZO/mL) con 100µL de extracto en baño de

agua a 37ºC durante 5 minutos a distintos pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 7.6, 8.0, 9.0 y 10).

Fue determinada la actividad mediante método 4.2.1 a tiempo final de 10 minutos. Se

utilizo como control, la enzima incubada a los mismos valores de pH sin inhibidor.

4.8.2. Fraccionamiento por tamaño molecular

Se fraccionaron 2mL de extracto utilizando centricones con membranas de distinto

corte (3, 10 y 30 KDa).

Se realizó búsqueda de actividad inhibitoria en las fracciones de distintos tamaños

moleculares de igual manera que método 4.6.
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Resultados & Discusión

5.1. Preparación de extractos

Las condiciones de obtención de extractos de drupas y hojas de S. molle (solventes,

temperaturas, tiempo de agitación y modalidad de extracción) se muestran en la Tabla

1.

Tabla 1- Obtención de extractos de drupas y hojas de S. molle.

Nº Órgano Tiempo

agitación

Modalidad Solvente T (ºC) pH* Descripción del extracto

1 Drupas 5 min simple agua 25 4.0 Verde limón

2 Drupas 5 min simple agua 100 4.0 Amarillo oscuro

3 Drupas 5 min simple etanol 25 4.0 Verde oscuro

4 Drupas 5 min simple etanol 40 5.0 Verde oscuro

5 Hoja 5 min simple agua 25 5.0 Beige oscuro

6 Hoja 5 min simple agua 100 5.0 Beige oscuro

7 Hoja 5 min simple etanol 25 5.0 Beige anaranjado oscuro

8 Hoja 5 min simple etanol 40 5.0 Beige anaranjado

9 Hoja 24 hrs simple agua 25 5.0 Marrón claro

10 Hoja 48 hrs simple agua 25 5.0 Marrón claro

11 Hoja 5 min seriada agua 25 5.0 Marrón oscuro

12 Hoja 5 min seriada agua 100 5.0 Marrón oscuro

*pH propio del extracto

Los extractos presentaron gran variabilidad en sus propiedades físicas y organolépticas,

tales como viscosidad, turbidez y olor. Esto podría deberse a la extracción diferencial de

componentes químicos o la diferente concentración de los mismos en el extracto,

debido a distintas combinaciones de las condiciones de extracción (tiempo de agitación,

temperatura, solvente, etc.).
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Fue evidente una notaria diferencia en las propiedades físicas y organolépticas entre los

extractos de drupa y los extractos de hoja y entre los extractos de hoja obtenidos a

mayor tiempo de agitación, en forma seriada seriados y los obtenidos en 5 minutos.

A cada uno de los extractos se les determinó la actividad proteolítica, a fin de descartar

interferencias con posibles proteasas presentes en los mismos. No se detectó actividad

proteolítica para ninguno de los extractos por el método 2.1.

5.2. Determinación de los Parámetros de Actividad de Tripsina con

Azocaseína

5.2.1. Dilución del preparado enzimático a emplear según los límites de detección del

ensayo

Se realizaron diferentes diluciones del preparado de tripsina de tal manera que los

valores de absorbancia obtenidos permitieran el adecuado seguimiento de los valores

de los mismos resultantes. La solución seleccionada fue la que presentó una actividad

entre 3.0 y 3.3 UAZO/mL.
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5.2.2. Estudio de la V0 en las condiciones de actividad seleccionada

Figura 11- Abs. 337nm Vs tiempo de incubación.

Se observa una relación lineal entre Ab 337nm y el tiempo de incubación hasta los 15

minutos. Se seleccionó este período de tiempo para trabajar en las siguientes

condiciones: 3.0- 3.3 U AZO/mL, 1% azocaseína (%w/v), 37ºC y pH 7.2.
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5.2.3. Efecto de la concentración de sustrato en la V0

Figura 12- V0 (UAZO) Vs [Azocaseína] (% w/v).

Al estudiar la cinética enzimática se mide el efecto de la concentración inicial de

sustrato sobre la velocidad inicial de la reacción, manteniendo la cantidad de enzima

constante. A concentraciones bajas de azocaseína (hasta 0.25%), la velocidad inicial es

directamente proporcional a la concentración de sustrato, y por tanto, la reacción es de

primer orden. A altas concentraciones, la enzima se encuentra saturada por el sustrato,

y la velocidad ya no depende de la concentración inicial de sustrato. En este punto, la

reacción es de orden cero y la velocidad es máxima. La relación observada entre V0 y la

concentración de sustrato describen una hipérbola del tipo Michaelis- Mentel. Se

observa saturación con el sustrato a partir de concentraciones mayor o igual 1.0 %

(w/v) del mismo (Figura 12).
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5.3. Inhibición de tripsina con PMSF

5.3.1. Evaluación de %AR en función del tiempo de inhibición

La acción inhibitoria del PMSF (2mM) fue ensayada a distintos tiempos, se muestra en

la Figura 13.

Figura 13- % AR Vs tiempo inhibición a 37ºC y 2 mM PMSF.
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obsevó una dependencia entre el %AR y el tiempo, donde la inhibición decae

exponencialmente a lo largo del tiempo lo cual es esperable al tratarse de un inhibidor

de tipo irreversible. Entre los 30 y 45 minutos ya no se observaron cambio en el

decaimiento de actividad en las concentraciones de PMSF utilizadas (2mM).

5.3.2. V0 en función de la concentración de inhibidor

Se evaluo el efecto sobre V0 con la variación en la concentración final de inhibidor

utilizando azocaseína y BAEE como sustratos (Figuras 14 y 15, respectivamente)

Figura 14- V0 (UAZO) Vs [PMSF]
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Figura 15- V0 (UBAEE) Vs [PMSF]
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5.4. Búsqueda de actividad inhibitoria de tripsina en extractos

vegetales

% AR de tripsina  incubada extractos de drupas y hojas (Figura 16). En el caso de los

extractos de drupa fue necesario emplear diluciones de los mismos, como se describe

en metodología, debido a las interferencias en las medidas espectrofotométricas de la

actividad (blancos muy altos).

Figura 16- % AR de tripsina inhibida extracto de drupas y hojas de S. molle.
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La inhibición de tripsina alcanzó valores de 60% con los extractos  1 y 2 y un 80% con

los extractos 3 y 4. Lo que muestra que el etanol como solvente en la obtención de

extractos de drupa incrementa la capacidad inhibitoria.

El 100% de inhibición de tripsina se alcanzó con los extractos 5- 8.

Los extractos 9 y 10 produjeron un 13% de inhibición de tripsina, mientras que los

seriados 11 y 12 no manifestaron capacidad inhibitoria.

Los extractos de hojas que presentaron la mayor capacidad inhibitoria (prácticamente

100%) fueron obtenidos con tan solo 5 minutos de agitación. A tiempos mayores, de

agitación,  se observó una importante pérdida de la capacidad inhibitoria. Esto podría

deberse a que el inhibidor perdió su estructura funcional por el efecto de la agitación

prolongada o se extrajeron otros fitoquímicos presentes en el vegetal que interfirieron

con el mecanismo de inhibición.  La pérdida de capacidad inhibitoria que mostraron los

extractos obtenidos en forma seriada podría deberse al mismo efecto. La obtención de

extractos se llevo a cabo mediante un método fácil y rápido en el laboratorio,

obteniéndose la mayor capacidad inhibitoria (prácticamente del 100%) en los extractos

obtenidos a partir de hojas en tan sólo 5 minutos de agitación.

Se seleccionaron los extractos 2 y 6 para realizar la evaluación de la capacidad

inhibitoria de tripsina de los mismos, debido a que el extracto 6 presentó el 100 % de

inhibición y el extracto 2 fue extraído en las mismas condiciones.
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5.5. Evaluación de la inhibición de tripsina de los extractos 2 y 6

de S. molle

5.5.1. Evaluación de %AR en función del tiempo de inhibición

%AR de tripsina en función del tiempo de inhibición de los extractos 2  y 6 (Figura 17).

Figura 17- % AR de tripsina inhibida extractos 2 y 6.
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5.5.2. Parámetros de la actividad de tripsina usando BAEE como

sustrato

1/V0 en función de 1/[BAEE]

Figura 18- 1/V0 en función de 1/[BAEE]

A partir de la recta de la Figura 18 se determinó la Km en 9.8 X10-3 mM y Vmáx 2.886
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5.5.3. Tipificación de la inhibición

Determinación del tipo de inhibición del extracto 2

Diagrama de Lineweaver- Burke para tripsina inhibida con distintas concentraciones de

los extractos 2 (Figura 19).

Figura 19- Diagrama de Lineweaver- Burke para tripsina inhibida con extracto 2.
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extracto 2. Al tratarse de una inhibición reversible, es esperable que la capacidad

inhibitoria sea independiente del tiempo de inhibición, una vez que se alcanza el

equilibrio, como se pudo observar (Figura 17).
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Determinación del tipo de inhibición del extracto 6

Diagrama de Lineweaver- Burke para tripsina inhibida con distintas concentraciones de

los extractos 6 (Figura 20).

Figura 20- Diagrama de Lineweaver- Burke para tripsina inhibida con extracto 6

A partir del gráfico, se pudo inferir una inhibición del tipo mixta para el extracto 6. Al

tratarse de una inhibición reversible es esperable, que la capacidad inhibitoria sea

independiente del tiempo de inhibición, una vez alcanzado el equilibrio, como se pudo

observar (Figura 20).
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La adjudicación de este tipo de inhibición acompetitiva o mixta según el caso,

corresponde al comportamiento de cada uno de los extractos (2 y 6) y no a los

inhibidores aislados y purificados. Esto señala la necesidad de continuar con la

purificación y tipificación de los inhibidores aislados en estudios posteriores.

5.5.4. Determinación de IC50

Determinación de IC50 del extracto 2.

Se evaluó la variación en la V0 de tripsina a distintas concentraciones de los extractos  2

utilizando azocaseína y BAEE como sustrato. Se determinó el diagrama de Dixon en

cada caso (Figuras 21 y 22, respectivamente).

Figura 21- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 2

utilizando azocaseína como sustrato.
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Figura 22- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 2

utilizando BAEE como sustrato.

El IC50 determinado para el extracto 2 fue de 109 y 63 µL.

Determinación de IC50 del extracto 6

Se evaluó la variación en la V0 de tripsina a distintas concentraciones de los extractos  6

utilizando azocaseína y BAEE como sustrato (Figuras 23 y 24, respectivamente). Se

realizó Diagrama de Dixon en cada caso.
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Figura 22- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 2

utilizando BAEE como sustrato.

El IC50 determinado para el extracto 2 fue de 109 y 63 µL.

Determinación de IC50 del extracto 6

Se evaluó la variación en la V0 de tripsina a distintas concentraciones de los extractos  6

utilizando azocaseína y BAEE como sustrato (Figuras 23 y 24, respectivamente). Se

realizó Diagrama de Dixon en cada caso.
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Figura 23- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 6

utilizando azocaseína como sustrato.

El IC50 determinado para el extracto 6 fue de 6 y 9 µL.

Las diferencias entre los valores de IC50 para un mismo extracto determinado por los

distintos métodos, puede deberse fundamentalmente a las diferencias termodinámicas

existentes entre ambos ensayos, dado que uno se lleva a cabo a 25 y el otro a 37 ºC. A

pesar de ello, el extracto 6 manifestó valores, determinados por ambas metodologías,

10 veces menores. Dado que los volúmenes determinados necesarios para alcanzar el

50% de inhibición con el extracto 6, son realmente pequeños, y se llega al 100% de

inhibición (lo cual no sucede con el extracto 2 en las condiciones ensayadas), se decidió

continuar la evaluación del mismo.
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Figura 23- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 6

utilizando azocaseína como sustrato.
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Figura 24- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 6

utilizando BAEE como sustrato
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Figura 24- 1/V0 Vs volumen de extracto. Diagrama de Dixon para tripsina inhibida con extracto 6
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5.6. Evaluación del extracto 6

5.6.1. Determinación de pH óptimo de la inhibición 12

Efecto del pH en la actividad de la tripsina y la inhibición con extracto 6 (Figura 25).

Figura 25- A (U AZO/mL) de tripsina incubada extracto 6 a distintos pH (4.0- 5.0, Buffer acetato 0.1 M;

6.0- 7.0, Buffer fosfato de sodio 0.1M; 8.0- 9.0, Buffer Tris- HCl 0.1M; 10.0, Buffer Glicina- NaOH 0.1M).

Se observó 100 % de inhibición de extracto a pH 8.0 a 37ºC, en baño de agua durante

5 minutos. Este estudio de pH óptimo para la tripsina y para la inhibición mostró que la

mayor capacidad inhibitoria coincide con el pH óptimo de la actividad catalítica de la

enzima. Obteniéndose un 100% de inhibición en las condiciones de pH (8.0) y

temperatura (37ºC) óptimas para la enzima.

Esta excelente capacidad inhibitoria podría deberse a que en estas condiciones óptimas

de trabajo para la enzima, la tripsina tiene una conformación donde su sitio activo se ve
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más expuesto. Esto le permite al biocatalizador desplegar una gran actividad como se

observa en el gráfico, pero a su vez, podría estar más vulnerable frente a los

inhibidores. Viéndose en presencia de estos mucho más afectada la actividad cuando el

sitio activo está más expuesto, dependiendo claro, del mecanismo y el lugar de unión

del inhibidor.

5.6.2. Búsqueda de actividad inhibitoria de tripsina en fracciones

de distinto tamaño molecular de extracto de S. molle

En la Figura 23 se muestra %AR de tripsina incubada con fracciones  de extracto de S.

molle de distinto tamaño molecular (˂ 3kDa; ˃3kDa y ˂10kDa; ˃10kDa; ˃30kDa).

Figura 23- %AR de tripsina inhibida por distintas fracciones moleculares de extracto 6 (˂ 3KDa; ˃3KDa

y ˂10KDa; ˃10KDa; ˃30KDa).

Las fracciones con tamaños ˂10 kDa no muestran capacidad inhibitoria. La actividad de

los inhibidores presentes en el extracto se observan en las fracciones de tamaño ˃10
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sitio activo está más expuesto, dependiendo claro, del mecanismo y el lugar de unión

del inhibidor.

5.6.2. Búsqueda de actividad inhibitoria de tripsina en fracciones

de distinto tamaño molecular de extracto de S. molle

En la Figura 23 se muestra %AR de tripsina incubada con fracciones  de extracto de S.

molle de distinto tamaño molecular (˂ 3kDa; ˃3kDa y ˂10kDa; ˃10kDa; ˃30kDa).

Figura 23- %AR de tripsina inhibida por distintas fracciones moleculares de extracto 6 (˂ 3KDa; ˃3KDa

y ˂10KDa; ˃10KDa; ˃30KDa).

Las fracciones con tamaños ˂10 kDa no muestran capacidad inhibitoria. La actividad de

los inhibidores presentes en el extracto se observan en las fracciones de tamaño ˃10

>30
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kDa, observándose el 100 % de inhibición de tripsina en la fracción de tamaño ˃

30kDa.

Es el primer reporte de existencia de inhibidores proteolíticos, específicamente de tipo

antitripsina, en Schinus molle. Los extractos obtenidos a partir de drupas y hojas

presentaron alta actividad inhibitoria frente a este biocatalizador serínico. Al día de hoy

se conocen muy pocas fuentes naturales de inhibidores naturales con actividad

antitripsina específicamente (Habib, 2007).

La extracción de inhibidores a partir de material vegetal de S. molle se realizó, en el

laboratorio, mediante un método fácil, rápido y económico.

De acuerdo a la bibliografía, los inhibidores de los tipos  Bowman Birk, Squash, Cereal y

Mustard muestran actividad inhibitoria frente a proteasas serínicas, incluso alguno de

ellos actividad antitripsina. En todos los casos la actividad inhibitoria viene dada por

pequeños polipéptidos de tamaño menor a 10 kDa (Habib, 2007). En nuestro caso, las

mejores capacidades inhibitorias corresponde a tamaño molecular ˃10 kDa, siendo de

excelencia para la fracción ˃30 kDa. Esto nos permite decir que no son péptidos de ˂

10kDa los responsables de la capacidad inhibitoria de S. molle.

Los inhibidores Serpins presentan una masa molecular entre 39 - 43 kDa. Son

inhibidores irreversibles, suicidas, forman un complejo final Serpin- proteasa donde la

proteasa permanece unida covalentemente al inhibidor, ocasionándole una distorsión

severa en su conformación nativa. Estos cambios conducen a la distorsión del sitio

activo de tal manera que el biocatalizador no puede llevar a cabo su función (Falfán,

2009; Habib, 2007). El tipo de inhibición que mostraron los extractos de S. molle fue

reversible, acompetitiva y mixta según el caso, por lo cual se puede decir que no

estamos en presencia de un inhibidor de tipo Serpin, dado que la tipificación es distinta.

Según los reportes existentes, los inhibidores Kunitz presentan un tamaño molecular

entre 18- 22kDa. Estos inhibidores son del tipo competitivo, lo cual no coincide en un

principio con los estudios preliminares de tipificación llevados a cabo en los extractos de

S. molle, los cuales presentaron una inhibición reversible, de tipo acompetitiva o mista,
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según el caso. Por lo que resulta imprescindible continuar con estudios de purificación,

donde se obtenga el o los inhibidores aislados para poder clasificar los mismos en base

a su estructura, homología y mecanismo inhibitorio.

Según estudios anteriores S. molle es una planta que presenta actividad antifúngica y

antimicrobiana principalmente en las hojas (Gundidza, 1993). Tiene importancia

etnobotánica, pues se la ha utilizado en el control de plagas agrícolas en varias

oportunidades, por ejemplo fue avaluado su efecto sobre la mortalidad larval de la

polilla de la papa Phthorimaea operculella, Trichogramma pintoi, Copidosoma koehleri,

Chrysoperla externa y Sitophilus zeamais (Iannacone, 2003; Silva, 2005). También fue

evaluada la actividad insecticida de extractos de drupas de Schinus molle sobre larvas

de Cydia Pomonella (Chirino, 2001). Estas propiedades no han sido adjudicadas a

ninguna familia de compuestos químicos. Siguiendo los resultados obtenidos en el

presente estudio, se  podría pensar en los inhibidores de proteasas proteolíticos como

los responsables de algunas de las estas propiedades presentadas por S. molle. En el

caso de la reportada mortalidad en insectos, podría deberse específicamente a

inhibidores de tripsina, lo cual provoca una disminución en la digestión en los animales

patógenos, con sus concebidas consecuencias.
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