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RESUMEN

Los inhibidores peptidicos de la enzima convertidora de angiotensina-l (ECA-I) son muy
interesantes por ser compuestos naturales con efecto antihipertensivo. Muchos péptidos
bioactivos han sido obtenidos por hidrdlisis enzimatica de proteinas alimentarias y las proteinas
lacteas han tenido un papel destacado. Sin embargo, las peptidasas empleadas han sido
fundamentalmente enzimas comerciales de origen animal o microbiano. El uso de peptidasas de
plantas, obtenidas de fuentes menos convencionales, podria liberar nuevos péptidos inhibidores
de ECA-l o aquellos que se sabe forman parte de la secuencia de las proteinas del LS pero que
aun no han sido liberados con las enzimas cldsicas. Las peptidasas de una especie de Bromelidcea
autéctona, recientemente caracterizadas por nuestro grupo de investigacion, presentan
caracteristicas interesantes para la hidrélisis del LS y adn no han sido utilizadas para la
preparacion in vitro de hidrolizados de proteinas. En este sentido, se estudié el potencial de las
peptidasas de Bromelia antiacantha Bertol., para hidrolizar el LS y evaluar la actividad inhibidora
de la ECA-l. Demostramos que las peptidasas de B. antiacantha fueron capaces de hidrolizar a
las proteinas del LS con un importante efecto del pH de reaccién para modificar la susceptibilidad
de hidrélisis de a-lactalbumina (ALA) y B-lactoglobulina (BLG), las proteinas mayoritarias del LS.
Se obtuvieron hidrolizados de LS, ALA y BLG con potente actividad inhibitoria de ECA-I. En todos
los casos, la fraccion peptidica de tamafio menor a 2 kDa presenté una actividad inhibitoria de
ECA-I potente y esta fue resistente a un proceso de digestion gastrointestinal simulado in vitro.
A partir del hidrolizado de ALA se capturaron por cromatografia de afinidad y posteriormente se
identificaron por espectrofotometria de masas dos nuevos péptidos derivados de ALA con
actividad inhibitoria de ECA-I. A partir de estudios de cinética de inhibicién de ECA-I fue posible
establecer que el péptido Thr-Thr-Phe-His-Thr-Ser-Gly-Tyr (TTFHTSGY) se comportd como un
inhibidor total, mientras que el péptido Gly-Tyr-Asp-Thr-GIn-Ala-lle-Val-GIn (GYDTQAIVQ) fue
capaz de inhibir parcialmente a ECA-l y a concentraciones elevadas de inhibidor por lo que no se
continud su caracterizacién. Sin embargo, hay dos secuencias con actividad inhibitoria de ECA-I
reportada encriptadas en el péptido GYDTQAIVQ (GY e IVQ) que podrian ser liberadas durante
su digestion gastrointestinal, convirtiéndolo en productos potencialmente mas activos in vivo.
TTFHTSGY mostrd una cinética de inhibicion compatible con un inhibidor competitivo. Los valores
de las constantes de inhibicién hallados indicaron que se trataria de inhibidores reversibles
competitivos clasicos.



Vi

TABLA DE CONTENIDO
AGRADECIMIENTOS. ..ttt ettt e e e e sttt e e e e e s ettt e e e e e s e s s ansrbeeeeeeeesaannbeeeeeeeessesannnnees i
LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS ...ttt ettt ettt e e e e e st ee e e e e e s nreeneeeeeeeens iii
R0 U0 01T o R PP PRPRRRRS %
L] o] e [l 6o 10} {= o1 o [0 N PSP PP PPPPUP Vi
[ Ao Yo [UTolo o o H PSPPI 1
Y T olo T I =To T o ol OO PSPPSR 3
1.1 Proteinas alimentarias como fuente de ingredientes funcionales...........cccceecvveeeiciiieecenneenn. 4
AlIMENTOS FUNCIONAIES ..eeeviiiiiieeiie ettt e st sb e e e sab e e e sabeessbaeesnareeens 4
PEPLIAOS DIOACHIVOS ...ccueiieic et e e e e e e e e rrae e e e s tae e e e seabaeeeeennaeeeanns 5
1.1.2.1 Activacidn proteolitica in vivo de péptidos bioactivos.......cccuevirciieeiiiiieiecciee e, 7
1.1.2.2 Activacidn proteolitica in vitro de péptidos bioactiVos.........ccceeeecuieeeeiiiiie e, 7
1.2 Hipertension arterial......oocueee oot s e e e et e e e s e e e e aneee s 9
Mecanismos de control de la presion arterial.........ccceeeeciieeiiiiiee e 9
1.2.1.1 Sistema renina-angiotensina-aldoSteroNa .......ccccccuueeieciiiieeciiee e 9
1.2.1.2 Enzima convertidora de angioteNnsing l.......cccueiiiiiiieeeiiiiee e 10
Inhibidores de ECA-I SINTETICOS ..ceevuvvieiiiiiiee ittt e e e naaeee s 12
Inhibidores de ECA-I derivados de proteinas alimentarias ......ccccccceveecciiiieeieei e, 13
1.2.3.1 Péptidos IECA-I obtenidos por hidrélisis enzimatica de proteinas lacteas............c..cc........ 14
1.2.3.2 Relacién estructura funcion de 10s péptidos IECA-I.........coceecieeeeeiiiee et 15
1.2.3.3  Actividad in vivo de 105 pEPLIdOS IECA-| ......ccuuviiieeiiieeecitee ettt et e et e e e 15
0 T I Tt {0 1T U= o PR PRPRRRPRS 17
Proteinas deI LS. ... ittt et e s st e e s st e e e aaaee s 17
[ R I Yot o T=4 o] o1V 11 o - [ URURR 18
1.3.2.1  EStruCtUra MOIECUIAN .....iiiiiiieeteeceeeee ettt ettt st e smees 18
1.3.2.2  Transicion de Tanford ...ttt st 20
1.3.2.3 Reacciones de asociacion y diSOCIACION .......cuueieeiiiiieeciee ettt 21
1.3.2.4 Efecto de la temperatura en la estructura Nativa......ccccceceeveeneenienienie e 22
(o B I T =11 o TV 411 = PSP UPPPPRUPPPPR 22
1.3.3.1  EStruCtUra MOIECUIAN .....oiiiiiieteeeeeeee ettt s st st st smees 23
2 Hipotesis de trabajo Y ODJELIVOS ..uuveeiiiieiiiiiiiiieeiee et eeerrrer e e e e seanrrereeeeeeeeeensnrees 26
R o 1T oTo 1 (=T o [N d =] o T o RO PRURRRRRPP 27
A 0 Y=y Yo Y= =T =T - | FO U PP UTRRRRRPP 27

2.3 ODbJETIVOS ESPECIICOS. .uvreiieeiiiiiiitiieiiee ettt e e eeseeirrrrr e e e e e sesssbbrrereeeeessessstsereeeseseesanssrrrens 27



3 Materiales Y METOTOS .. ueveiiiiiiiiitrieeiee et e ee et e e e e e e eesbbbrrereeeeessessstsereeeeeeeessnsssrrens 28
3.1 Hidrdlisis de proteinas de LS CON PEPBA..........uiii ettt sree e e eavre e e e eaeeeenns 29
IMATEIIAIES ...t s 29
Preparacion del extracto crudo de B. antiacantha...............ccoeccueeeeeecieeeeecciiee e 29
Preparacion del extracto parcialmente purificado de B. antiacantha....................cc.......... 29
Ji¥ord Vi Te F=To lo T o] Yo L1 A Tot- [PPSR 29
Cuantificacion de ProteiNAS ......ccuuiee i i e e e e e e rtr e e e s abee e e eeneaeeeeans 30
Hidrdlisis enzimatica de las proteinas del lactosuero con PepBA ........ccovvvvieeivciieeeenineenn, 30
Grado de HidrOliSiS......eiiuiieiiiieiiie ettt sb e st e et e e sareessaneeeas 30
(2 [To T oY T I (o) - | O TP TP 30
Determinacion de grupos aminos PrimMarios .........cccueeeereiveeeiiiieeeeesiieeeeesreeeesssreeeeessnneees 31

Susceptibilidad y mecanismo de hidrdlisis de ALA y BLG en funcién de las condiciones

(o [l = Tolol o] o F PPV U PSP UPPRURPOPRPIN 31
3.1.10.1 Tricin@-SDS PAGE......uiiiiiiiiieittteee ettt e e e s s e e e e e e s s ba et e e e e e s s s arraaeeeeeeean 31
3.1.10.2 Cinética de 1a ProteOliSis ......cccuuieiiiciiei ittt sbee e e e e e e e e e ares 32

3.2 Caracterizacién de los hidrolizados de proteinas de LS.........coovcevvreeeeeeeeicccinneeeeee e, 33

Preparacion de hidrolizados de LS, ALA Y BLG........ueeeveieiiicciiieeeee et eenrreeee e 33
Concentracion peptidica de las fracciones de hidrolizados .........cccovvveeeeeeieicciiiieeeeee e, 33
Actividad inhibidora de ECA-| ......c.ooiiiiiieii et 33
Determinacion del IC50....c.uueuiireeiieeeee e e 34

T 1] o] 1 (o [ Tole T PRSP 34
Digestion gastrointestinal in Vitro.............oeeei oo 34

3.3 Purificacion de PEPLIdOS IECA ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s ennneaees 35
Cromatografia de exclusion MOIECUIAr............viiiiiiii i e 35
3.3.1.1  SEC €N SePhadex G-25.....c.ueiiieiiiiteiteeieete ettt sttt st s e s e 35
3.3.1.2  SEC-HPLC .ttt e e e st e e e e e e e ee e e e e e e eas 35
Extraccion en fase sdlida del hidrolizado de lactosuero...........ccccevveeiieriienienee e, 36
Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) ........ccoovvevnrrerenieeninnnns 36

3.4 Purificacidn, identificacion y caracterizacion de péptidos IECA derivados de ALA ............... 38
Purificacion de las peptidasas del extracto crudo de B. antiacanta ...............cccoeeevvvevnn.... 38
HIArOliSiS 0@ ALA ...ttt ettt e sb e s e e e neennees 38
Inmovilizacion de ECA-1 en NHS-Sepharose 4 Fast FIOW .......cccccveveiviiieiiniiieee i e 38

Purificacién de los péptidos IECA por cromatografia de afinidad.........cccoecvvveeiniiieeinnineenn. 39



Identificacion y secuencia de PEPLIdOS IECA .......ovviveeieiiiiiiciiieeeee et 39
Sintesis de péptidos inhibidores de ECA-I ........oooiiie e e 39
Analisis de los perfiles de RP-HPLC de los péptidos SintéticoS.......cccceeeeivieeecciieeececiieeens 40
Caracterizacion estructural de los péptidos IECA-I identificados..........cccveeeeecvieeeiccinneens 40
Caracterizacion cinética de los péptidos IECA-I identificados........ccceeeeeeiveeeccciieee e, 40

O U] - o [o IV B 1 1Yol U] e Yo PSSP 42
4.1 Hidrodlisis de proteinas de LS con PEPBA........c et 43
Efecto de las condiciones de reaccion en la hidrdlisis del LS ..........cccocoeviiiiiiniiiniciienen, 43
4.1.1.1 Efecto de la relacion @Nzima/SUSTIAto ....ccccceeieeeeiiiieiieieeeeeeeeeeeeiereeeeeesseseesreeeeeessssssssreseeees 43
4.1.1.2 Efecto de 1a tEMPEIatUra .....ccoccuiieeiciiiee ettt e e et e e ette e e e ette e e s ebteeesebteeesessaeeeeseneeeanns 45
I R T = ot o o 1] o] PSRRI 47

Efecto del pH y la temperatura en la susceptibilidad a la hidrdlisis de las proteinas del
LS 49

4.1.2.1 Efecto del pH en la hidrdlisis de ALA Y BLG........ooeeiiuiiieieieee ettt eeree e e areee e 49
4.1.2.2 Efecto de la temperatura en la hidrdlisis de ALAY BLG .......ccoeciieeieciiieeeieee e 55
Cinética de degradacidon de ALA y BLG QisIadas .......cccccvueeeieiiieeiiiiiiiiee e ccieee e eeeeee e 57
4.1.3.1 DegradaciOn de ALA ..........ouiieieieee ettt e ettt e e et e e e et e e s st e e e st it e e e e s bta e e e aaraeeeearraeeeaans 57
4.1.3.2 DegradaciOn de BLG ........ccuiiiiiiiiiiieiieee ettt e eetee e et e e e tre e e s sbte e e e st e e s e bta e e e snreeeeennraaeeaan 59
4.2 Caracterizacién de los hidrolizados de proteinas de LS........cooeeieiieciciiiieeeee e, 62
Grado de hiArOlISIS .....eeeeiieeiiiee ettt e s e sr e st e e sane e s saneeeas 62
Evaluacion de la actividad [ECA-1 /N VIErO.......ccueeeiieeeiiiieieeeeeeeeeeeee e 64
4.2.2.1 Evolucién de la actividad IECA-I en funcién del tiempo de hidrdlisis ........ccceeeeveeeeecnennnns 64
4.2.2.2 Coeficiente de eficiencia de iNhibiCION .......coccviviiiiiiiec e 66
Relacion dosis-respuesta de las fracciones con actividad IECA-l .......c..cevviveeeeeiiiicciieeee. 68
Caracterizacidn de los perfiles peptidiCos .......uueeeiiiiieccciieeee e 71
Digestién gastrointestinal in vitro de fracciones peptidicas con actividad IECA-I............... 75

4.3 Evaluacién de diferentes estrategias para la separacion de péptidos IECA-I de hidrolizados de

PIrOTEINAS HE LS ..ottt e e e e e e s bbb e e e e e e e s e aabaareeeeeeeesssbbaaeeeeeseesassrnranneeeeens 77
Cromatografia de exclusion MOIECUIAN.......ccuvveiieiiiiiccreeeeee et e e 77
4.3.1.1 Purificacion de péptidos IECA-1 a partir de HLS........c.oeeircieeeiecieee e 77
4.3.1.2 Purificacidn de péptidos IECA-I a partir de hidrolizado de ALA y BLG aisladas................... 87
EXtraccion €n fase SOlda......ccuieiiiiiiiii i 90
Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP HPLC) ........ceeeecvieeeecnieneenn, 92

4.3.3.1 Purificacion de péptidos IECA-l a partir de HLS........ccveeieiiiieiccieee e 92



4.3.3.2 Purificacidon de péptidos IECA-I a partir de hidrolizados de ALA y BLG aisladas................. 94

4.4 Purificacién por cromatografia de afinidad de péptidos IECA-I a partir de hidrolizados de ALA
99

Purificacién de las peptidasas del extracto crudo de frutos de B antiacantha (ECBA)....... 99
Hidrolisis de ALA CON EPBA ...ttt sttt s s e s 100
Purificacién por cromatografia de afinidad........cccoocuviiiiiiiiiic 100
Identificacion de secuencias de péptidos [ECA-I ........euvvvviiieiiiiiiieeieieee e 101
Actividad IECA-I de los péptidos Sintetizados......cccoecvieiiiriiieeiiiiiee e 103
Perfil de RP-HPLC de los péptid0os SINTELICOS ......evvvveiiiiiiiiiie e 105
Caracterizacion estructural de los péptidos IECA-I identificados........ccoveeeviiieeeiciiienens 106
Caracterizacion cinética de los péptidos IECA-I identificados.......cccceeeecieeeeeciiiieecciiieeen, 107
CONCIUSIONES ...t s bt e e s ebb e e snb e e s baeesnaeesaneees 113
RETEIENCIAS ...ttt ettt et st e e b e et e bt e s b e e heeen e nneenareen 115
A oT=Y g Yo Lo PSP 125
Gréficos de Michaelis y Menten para la degradacién de ALA y BLG con PepBA y papaina ....... 125
Ao 7= o o [ ol 10 AU SURS 130
Calibracién de columna Superdex Peptide 10/300 GL con estandares de masa molecular ...... 130
Ao = g o 1ol TN USRS 131
Digestién gastrointestinal simulada del péptido GYDTQAIVQ.......uuvveeeeerieiciiiiiieeee e eccccrrveeeee e, 131
FAN 01T o Lo Lol SRR 132
Célculo de la constante de inhibicion de los péptidos TTFHTSGY y DKVGINYWLAH a partir de
graficos de v, en funcidn de concentracion de inhibidor [1]......ceevveeeeeiiiiiiieeieeieeecreeeee e, 132
FAN 01T 0 [o [Tol< I PR 133
Célculo de la constante de inhibicion de los péptidos TTFHTSGY y DKVGINYWLAH a partir de
graficos de Cornish BOWEN......c.cei ittt e e e e e e e e r e e e e e e e e e nanereaeeeaeeeennnns 133
ANEXO L e e e a et e e e s e e e e e e e s s eans 134

Espectros de masas (MALDI-TOF/TOF) de fracciones del HLS separadas por SEC en columna
Sephadex G-25 (POOIES A, B, DY H)..uerreeeeeeeeee ettt et e e e e e e e e e 134

Informe de identificacién de secuencias de péptidos derivados de ALA purificados por
cromatografia de afinidad........coouiiiiieiii e e 136



Valores de ICso y secuencias de péptidos inhibidores de ECA-I derivados de ALA depositados en
2110 T =3 PR 149



Introduccion

INTRODUCCION

En este trabajo se hidrolizaron las proteinas de lactosuero (LS) de forma de generar péptidos con
potencial inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I). Se evaluaron las
condiciones éptimas de reaccidon de hidrdlisis. Los péptidos, con actividad IECA-I, obtenidos
fueron identificados y caracterizados.

La leche es muy valorada por sus cualidades nutricionales, pero actualmente también lo es por
ser fuente de diversos péptidos bioactivos. La industria lactea nacional, genera grandes
volumenes de LS que son parcialmente aprovechados para la produccién de LS en polvo, un
producto de bajo valor agregado, y el excedente es descartado con el consiguiente efecto
negativo para el medioambiente. El uso de LS para la produccién de péptidos bioactivos
transformaria un co-producto poco valorado en un producto de alto valor agregado.

Los péptidos con actividad antihipertensiva son de especial relevancia pues constituyen una
alternativa no farmacoldgica para la prevencion y el control de la hipertensidn arterial, una de
las principales causas mundiales de muerte. Se han identificado muchos péptidos derivados de
proteinas alimentarias capaces de reducir la presidn arterial.

Los inhibidores de la ECA-1 son empleados en la clinica como farmacos para tratar la hipertension.
En la busqueda de péptidos antihipertensivos se han considerado fundamentalmente los
péptidos capaces de inhibir a la ECA-Il in vitro para luego evaluar su actividad antihipertensiva in

Vivo.

La estrategia mds empleada para producir péptidos inhibidores de ECA-I (IECA), a partir de
productos naturales, es la hidrélisis enzimatica. Fundamentalmente, se han empleado enzimas
digestivas animales como pepsina, tripsina y quimotripsina, o de origen microbiano, mientras

gue las enzimas vegetales han sido muy poco empleadas.

A pesar de haberse producido muchos péptidos IECA a partir de las proteinas mayoritarias del LS
no se han liberado todos las secuencias bioactivas potenciales. Existen péptidos sintéticos, con
actividad IECA-I demostrada, cuyas secuencias forman parte de la secuencia de las proteinas del
LS que no han sido identificadas en hidrolizados enzimaticos de LS. El péptido LF correspondiente
al fragmento f 52-53 de ALA y f 104-105 de BLG (Tavares & Malcata, 2013) es un ejemplo. En
otros casos, existen péptidos IECA-I que fueron producidos a partir de otros sustratos proteicos
pero que su secuencia también forma parte de la de las proteinas del LS, como el péptido LIVTQ
identificado en un producto fermentado de proteinas de soja que corresponde al fragmento f17-
21 de la secuencia de BLG (Vallabha & Tiku, 2013).

Es evidente que la composicion peptidica de los hidrolizados, de un sustrato particular, depende
fuertemente de la especificidad de la peptidasa empleada. El uso de peptidasas obtenidas de
fuentes menos convencionales, que puedan clivar las proteinas sustrato en sitios diferentes,
podrian liberar nuevos péptidos IECA o aquellos que se sabe forman parte de la secuencia de las
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proteinas del LS pero que aun no han sido liberados con las enzimas clasicas. Las peptidasas de
flores de cardo (Cynara cardunculus) fueron utilizadas para hidrolizar concentrados de proteina
de LS bovino, liberando péptidos inhibidores de la ECA muy potentes (Tavares & Malcata, 2013).
Se liberaron secuencias activas a partir de las proteinas mayoritarias del LS que son diferentes a
los obtenidos por digestidon enzimatica de estos sustratos con otras peptidasas reportados
anteriormente. También se registrd actividad IECA en hidrolizados de proteina de LS con
extractos acuosos de flores de Arctium minus (Cimino, Colombo, Liggieri, Bruno, & Vairo-Cavalli,
2015) y en hidrolizados de LS con peptidasas de frutos de Maclura pomifera (Bertucci, Liggieri,
Colombo, Vairo Cavalli, & Bruno, 2015).

Bromelia antiacantha es una especie nativa de Uruguay y Brasil con distribucién endémica en la
mata atlantica. Los frutos de esta especie son conocidos popularmente como «banana do mato»
o «gravata» y han sido utilizados en medicina popular para el tratamiento de la tos y como
emoliente. Segun estudios realizados en Brasil, la extraccién sustentable de estos frutos en
poblaciones naturales es una actividad econdmicamente interesante. Los frutos maduros de B
antiacantha presentan una concentracion inusualmente alta de peptidasas. Estas enzimas estan
siendo caracterizadas en nuestro grupo de investigacién (Vallés, Furtado, & Cantera, 2007) y
presentan caracteristicas que las hacen candidatos muy buenos para la hidrdlisis de proteinas de
LS.El extracto crudo de estos frutos es estable en amplio rango de pH y temperatura, lo que
aporta flexibilidad para seleccionar las condiciones de reaccién mds convenientes. Puede
consumirse sin consecuencias para la salud mayores a la irritacion perioral atribuida a la alta
concentracion de oxalato de calcio y enzimas proteoliticas. Presenta propiedades organolépticas
agradables (sabor muy dulce y dcido, aroma citrico). Esto es importante desde los puntos de vista
bromatolégico y sensorial, si se piensa que el hidrolizado de LS en ultima instancia deberia ser
consumido para llevar adelante su efecto fisioldgico. Las enzimas presentan una especificidad
primaria de corte semejante a la de la papaina, una enzima ampliamente caracterizada con la
gue se pueden comparar los resultados obtenidos.

Los antecedentes exitosos de peptidasas no cldsicas junto con las caracteristicas promisorias que
presentan las peptidasas de Bromelia antiacantha Bertol. son los fundamentos en los que
basamos nuestra hipdtesis de generar nuevos péptidos IECA a partir de las proteinas de LS.
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1.1 Proteinas alimentarias como fuente de ingredientes funcionales

El rol basico de los alimentos es el de aportar energia para el funcionamiento y crecimiento del
cuerpo. Los aspectos de los alimentos mas valorados por nutricionistas y consumidores han sido
el valor nutricional y la busqueda de nuevos nutrientes, las propiedades sensoriales, y la
identificacion de componentes con impacto negativo en la salud al ser consumidos en la cantidad

necesaria.

Actualmente, en la valoracidon de los alimentos ademas son muy importantes los aspectos
relacionados con su impacto en la salud, es decir su capacidad de modular los sistemas
fisiolégicos para asegurar el bienestar y la salud, minimizando el riesgo de padecer enfermedades
(nutricidn éptima). Se han identificado muchos componentes en los alimentos con propiedades
beneficiosas para la salud y en algunos casos su efectividad fue demostrada. Existe interés y se
estd investigando para entender como actuan estos componentes de los alimentos a nivel
molecular. La meta es desarrollar, mediante disefo racional, estrategias capaces de manipular
las funciones celulares a través de la dieta. Para lograrlo se deben identificar los genes, proteinas
y metabolitos que presenten una expresion diferencial en respuesta a estos componentes de los
alimentos. Estos estudios implican abordajes de transcriptémica (anadlisis de la expresidon de
genes), protedmica (analisis de la expresion de proteinas) y metaboldmica (perfil metabdlico). La
alimentémica (foodomics en inglés) es la disciplina que aplica las tecnologias «omicas» para el
estudio de los alimentos en este sentido (Valdés, Cifuentes, & Ledn, 2017).

Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son alimentos con funciones para mejorar la salud y el bienestar, y
reducir el riesgo o retrasar la aparicién de las enfermedades mas importantes. El concepto de
alimento funcional surgié en Japdn en los afios 80 como una medida para mejorar la calidad de
vida, debido al impacto econdmico que habia generado el envejecimiento de la poblacién dada
la mayor esperanza de vida.

Se reconoce ampliamente que, un alimento para ser funcional debe aportar un beneficio para la
salud, ser o asemejarse a un alimento, tener una funcion mas alla de la nutricional y consumirse
en una dieta normal. Para que un alimento se considere funcional deben existir evidencias de los
beneficios que brinda para la salud y los mecanismos y exigencias (tipo de pruebas) para lograr
este rétulo dependen de la legislacidn del pais o regién.

Un alimento funcional debe tener un efecto fisioldgico y un grado de intensidad funcional que
supere el nivel minimo. El limite inferior es la reduccion del riesgo de enfermedad. No se
considera un alimento funcional a aquel que Unicamente mejora el equilibrio nutricional, como
es el caso de un alimento enriquecido o mejorado. Si un alimento, o componente del mismo,
fuese capaz de curar una enfermedad (efecto fisioldgico maximo) tampoco deberia considerarse
un alimento funcional sino una droga o medicamento. Los alimentos funcionales no curan, el
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limite superior de su efecto fisioldgico es contribuir a recuperar la salud (Doyon & Labrecque,
2008).

Una definicién propuesta por Doyon y Labrecque (2008) generada a partir de una extensa
revision bibliografica es la siguiente:

Un alimento funcional es, o se asemeja a, un alimento convencional. Forma parte de
una dieta estandar y se consume en una base regular, en cantidades normales. Tiene
efectos en la salud comprobados que reducen el riesgo de enfermedades crénicas
especificas o afecta beneficiosamente determinadas funciones mds alla de sus
funciones nutricionales basicas!

De esta manera han surgido en el mercado alimentos con elevado contenido de diferentes
componentes bioactivos como por ejemplo: dcidos grasos o esteroles, péptidos bioactivos,
antioxidantes, carbohidratos prebidticos, vitaminas o minerales, y bacterias prebidticas (Judrez,
2010).

Péptidos bioactivos

Las proteinas, son reservorio de péptidos que regulan los procesos vitales de los organismos
(Karelin, Blishchenko, & Ivanov, 1998). Por lo tanto, actualmente también son consideradas como
fuente de péptidos bioactivos. Esto amplia el criterio para calificar el valor de las proteinas, que
por mucho tiempo se ha limitado a su calidad nutricional evaluada por la disponibilidad de
nitrégeno (aminodcidos esenciales y no esenciales), las propiedades alergénicas y la ausencia de
anti-nutrientes (Dziuba & Darewicz, 2007).

Los péptidos bioactivos son productos de la degradacién de proteinas, que adquieren una
funcién bioldgica especifica solo luego de ser liberados de la proteina precursora. Estos péptidos
inducen una respuesta fisiolégica al interactuar con los receptores especificos de sus células
blanco. La actividad biolégica puede tener efecto positivo o negativo en el organismo. Los
péptidos téxicos del gluten, responsables de la enfermedad celiaca, son un ejemplo de péptidos
con efectos negativos en el organismo (Kitts & Weiler, 2003).

Se ha demostrado que existen péptidos bioactivos capaces de causar efectos fisioldgicos
beneficiosos en el sistema inmune, cardiovascular, endécrino y digestivo. Dentro de las
actividades que han sido estudiadas se destacan las siguientes: antihipertensiva, antimicrobiana,
antioxidante, opioide, antitumoral, inmunomodulatoria, transportadora de calcio,
antitrombdtica, hipocolesterolémica y antioxidante.

Muchos de los péptidos bioactivos que se han reportado se encuentran depositados en la base
de datos BIOPEP (URL: www.uwm.edu.pl/biochemia), desarrollada en la Catedra de Bioquimica
de Alimentos de la Uniwersytet Warminsko Mazurski (Olsztyn, Polonia; Minkiewicz, Dziuba,
Iwaniak, Dziuba, & Darewicz, 2008). Actualmente se encuentran depositados 3491 péptidos con

! Traduccién del autor de (Doyon, M. y Labrecque, J.A., 2008, p. 1144)
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diferentes actividades derivados de distintas proteinas. Las actividades que presentan mayor
cantidad de péptidos depositados en BIOPEP corresponden a los inhibidores de ECA-I,
antioxidantes, antibacterianos e inhibidores de peptidil peptidasa IV (FIGURA 1). Esto resalta el
interés que presentan estas bioactividades debido probablemente a que estdn relacionadas con
patologias relevantes como la salud cardiovascular, infecciones y diabetes tipo-2.

Péptidos Bioactivos: BIOPEP

56 42 37 Inhibidores de ECA-I

74
Antioxidantes

@ Antibacterianos
156

870 Inhib.idores de dipeptidil
peptidasa IV

[ Toxicos
255

Opiodes
@ Neuropéptidos

@ Otras
403

@ Antitrombdticos
559 @ Anticancer

464 @ Péptidos activadores de la
fertilizacion

FIGURA 1. Péptidos bioactivos depositados en BIOPEP clasificados segln el tipo de bioactividad. Los valores que
figuran en el grafico corresponden a la cantidad de péptidos para cada actividad bioldgica.

Dentro de los péptidos bioactivos existe una gran diversidad. El tamafio generalmente es de entre
dos a 20 residuos de aminodcido (Pihlanto Leppald, 2000). Se han identificado di o tri péptidos,
asi como polipéptidos complejos, lineales, o ciclicos glicosilados, fosforilados o acilados (Dziuba
& Darewicz, 2007).

Un péptido puede poseer mas de una funcidn bioldgica (péptido multifuncional) o pueden existir
secuencias peptidicas solapadas con diferentes funciones, como en las caseinas (Meisel, 2004).

Los péptidos bioactivos pueden ejercer su accion tanto a nivel local (por interaccién con
receptores de la mucosa gastrointestinal) asi como a nivel sistémico, ya que son capaces de
atravesar el epitelio intestinal (Meisel, 2004; Vermeirssen, Van Camp, & Verstraete, 2004). Los
dipéptidos o tripéptidos pueden ser absorbidos mas facilmente que los péptidos de mayor
tamafio. Se ha observado que los péptidos que actuan a nivel local, como los péptidos
antimicrobianos, son mas largos. Si bien la relacién estructura-actividad de muchos péptidos
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bioactivos auin no ha sido plenamente establecida se han observado caracteristicas estructurales
comunes para una determinada bioactividad.

1.1.2.1 Activacion proteolitica in vivo de péptidos bioactivos

Las proteinas son precursores potenciales de péptidos bioactivos tanto como compuestos
enddgenos de los organismos vivos asi como exdgenos de origen alimenticio.

La liberacion de péptidos bioactivos por protedlisis ha sido demostrada tanto in vivo como in
vitro. Se conoce un gran numero de péptidos bioactivos que fueron aislados de fluidos corporales
y tejidos de diferentes organismos (bacterias, hongos, plantas y animales). Entre estos se
encontraron péptidos derivados tanto de proteinas especializadas (precursores de hormonas,
neurotransmisores) como de proteinas con otras funciones (enzimas, proteinas estructurales, de
transporte, etc.). Se postula que estos péptidos podrian tener un rol de regulacion a largo plazo,
en balance homeostatico del organismo (Karelin et al.,, 1998; Ivanov, Karelin, Blischenko,
Philippova, & Nazimov, 1998). Otra fuente enddgena de péptidos bioactivos son las proteinas de
la dieta que pueden generar estos péptidos durante la digestién gastrointestinal (Egger &
Ménard, 2017). Por ejemplo, se reportd la presencia de péptidos opioides y antihipertensivos en
digestos gastrointestinales tras el consumo de caseina (Boutrou et al., 2013). La evidencia de la
liberacion de péptidos bioactivos por digestion de proteinas in vitro es basta y se describe a

continuacion.
1.1.2.2 Activacion proteolitica in vitro de péptidos bioactivos

La hidrdlisis enzimatica de las moléculas de proteina enteras ha sido la forma mas comun de
producir péptidos bioactivos (Korhonen & Pihlanto, 2006). Se han obtenido péptidos bioactivos
por degradacion enzimatica in vitro tanto de homogenatos de tejidos como de proteinas
individuales. Entre otros, se encontraron fragmentos bioactivos derivados de B-caseina (B-
casomorfinas), hemoglobina (hemorfinas), gluten, seralbiumina bovina, citocromo ¢,
ovoalbumina, lactoferrina, proteinas de soja (Yoshikawa, 2015). Las proteinas alimentarias
representan una fuente muy importante de péptidos bioactivos que pueden ser liberados por
degradacion proteolitica in vitro (Rutherfurd-Markwick & Moughan, 2005).

Las enzimas pancredticas, principalmente tripsina, han sido muy utilizadas para liberar péptidos
bioactivos de las proteinas de la dieta. Otras enzimas y combinaciones de estas incluyendo
alcalasa, quimotripsina, pancreatina y pepsina, asi como de fuentes bacterianas y fungicas, han
sido aplicadas para generar péptidos bioactivos a partir de varias fuentes proteicas (Korhonen &
Pihlanto Leppala, 2003). Las peptidasas vegetales han sido menos empleadas para estos fines.

Asi mismo, se detectaron péptidos bioactivos producidos durante el procesamiento de algunos
alimentos (quesos y sueros de queseria) o por accion de enzimas proteoliticas nativas (leche) o
enzimas bacterianas usadas en la preparacion del alimento, como en el caso de las leches
fermentadas (Korhonen & Pihlanto Leppala, 2003).
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También se han obtenido péptidos modificados por semisintesis, disenados a partir de péptidos
naturales, con el fin de incrementar su actividad (Teschemacher, Koch, & Brantl, 1997).
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1.2 Hipertension arterial

La hipertensidn arterial (HA) constituye la principal causa de muerte en el planeta. Los datos de
la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) mas recientes le atribuyen 9,4 millones de muertes
en un total de 51 millones (WHO, 2013). En nuestro pais, un 33% de la poblacién adulta presenta
HA'y 27 % de estos hipertensos no lleva un control adecuado de su presidn arterial (PA; Sociedad
Uruguaya de Hipertensiéon Arterial, 2005). El riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares estd directamente relacionado con el nivel de presién sanguinea. Por cada 5
mm Hg de reduccién en la presidn diastdlica hay una reduccién del 16 % del riesgo de estas
enfermedades (FitzGerald, Murray, & Walsh, 2004). Las estrategias utilizadas para el tratamiento
y la prevencién de las enfermedades cardiovasculares se centran en el control de los factores de
riesgo subyacentes, siendo el control de la PA un factor clave.

Mecanismos de control de la presidn arterial

El control de la PA estd regulado por diversos sistemas que interactian. El sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS) es el principal regulador de la PA. Sin embargo, existen otros
sistemas independientes del RAAS que generan moléculas vaso reguladoras, como el sistema
guinina-éxido nitrico, el sistema de la enzima convertidora de angiotensina Il y el sistema de la
enzima convertidora de endotelina (Leckie, 2005). Estos sistemas generan una variedad de
péptidos reguladores, que a través de receptores de membrana de diferentes tejidos del

organismo, modulan la PA y los balances de liquidos y electrolitos.
1.2.1.1 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El mecanismo de control de la PA ejercido por el sistema RAAS es el mas conocido y juega un rol
crucial en este sentido. La activacion del sistema RAAS, comienza con la secrecion de renina en
el rifdn y finaliza con la produccidn de angiotensina Il (FIGURA 2). En respuesta a una sefial de
hipovolemia o disminucién del flujo sanguineo (como en una hemorragia) la glicoproteina
angiotensindgeno, producida en el higado, es liberada a la circulaciéon y clivada por la renina, una
proteasa aspartica que se encuentra en las células yuxtaglomerulares del rifidn, para formar el
decapéptido angiotensina I. La angiotensina | es clivada a su vez por la enzima convertidora de
angiotensina-l (ECA-I) generandose dos fragmentos, de los cuales, el octapéptido denominado
angiotensina Il presenta efecto vasoconstrictor. ECA-l es una metalopeptidasa ubicua presente
en la superficie de las células endoteliales, que se expresa en altas concentraciones en el
endotelio pulmonar. La unién de angiotensina Il a los receptores de tipo 1 (AT1) de las células de
musculo liso de los vasos sanguineos, estimula la produccion de inositol trifosfato intracelular.
Esto a su vez, provoca la salida de calcio y activa la contraccién muscular que desencadena el
efecto vasoconstrictor. La angiotensina |l también estimula la secrecién de la hormona
antidiurética (ADH), que a su vez, aumenta la reabsorcién de agua y la secrecién de aldosterona.
Esta ultima aumenta la reabsorcion renal de sodio y la excrecidon de potasio y protones. La
acumulacién de agua incrementa el volumen extracelular incrementando la PA y en consecuencia
la reduccién de la produccion de renina. La ECA-I ademas actua sobre el sistema quinina-
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calicreina, catalizando la degradacion de las bradiquininas, compuestos de potente accion
vasodilatadora, que también favorece el incremento de la PA.

' ANGIOTENSINOGENO
@ RENINA J

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

) ANGIOTENSINA | / \
Vo " /7 _//

"\ N ‘

| > ECA CORTEX ADRENAL
Qﬁ _~ ALDOSTERONA~_

A

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe “ RETENCION RENAL
ANGIOTENSINAII DE SODIO Y LIQUIDO

~ —

ANGIOTENSINA I ) \ ADH - e
Endotelio

v

/\; AUMENTO DEL
adenuhilpéﬁsis Vo I.U M E N
Receptor AT1 SANGUINEO

VASOCONSTRICCION

FIGURA 2. Sistema renina angiotensina aldosterona. ADH: hormona antidiurética

En la clinica médica, el control de la PA es abordado desde dos estrategias principales, la
promocion de estilos de vida saludables y los tratamientos farmacolégicos. Se recomiendan
dietas con mayor consumo de frutas, vegetales y lacteos reducidos en grasas; la reduccion del
consumo de sodio; el consumo moderado de alcohol y la eliminacion del habito de fumar asi
como combatir el sedentarismo. Para llevar adelante la terapia antihipertensiva se disponen de
diferentes grupos de drogas. En la clinica se usan: diuréticos, inhibidores de ECA-I (IECA-I),
antagonistas de angiotensina Il (bloqueadores de los receptores ATi), betabloqueantes vy
antagonistas de calcio (Waeber, Brunner, Burnier, & Cohn, 2007).

1.2.1.2 Enzima convertidora de angiotensina |

La ECA-l es una metalopeptidasa dependiente de Zn**ya que este ion es esencial para su actividad
catalitica. Pertenece a la familia M2 del subclan MA(E) de las metalopeptidasas de zinc (Sturrock,
Anthony, & Danilov, 2013). De acuerdo a su especificidad primaria es una peptidil dipeptidasa
debido a que cliva el dipéptido C-terminal de oligopéptidos con el extremo C-terminal libre y que
no tengan Pro como penultimo residuo. Ademas de los sustratos angiotensina Il y bradiquinina
ya mencionados (1.2.1.1), esta enzima posee una amplia especificidad de sustrato. Su capacidad
de clivar péptidos con diferente actividad bioldogica hace que ECA-I esté implicada en muchos
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procesos fisiolégicos, ademas de la regulacion de la PA (Sturrock, Natesh, van Rooyen, & Acharya,
2004).

Se han descrito dos isoformas de esta enzima en tejidos de mamiferos, que fueron denominadas
ECA-I somatica (sECA-I) y ECA-I testicular o germinal (tECA-1), con masas moleculares de 150-180
kDa y 90-110 kDa respectivamente (Menard & Patchett, 2001). sECA-I presenta dos dominios
cataliticos homdlogos llamados dominio N y dominio C (FIGURA 3). Su distribucién incluye el
endotelio vascular (con alta expresidn en los pulmones), el rifidn, el sistema nervioso central, los
enterocitos y las células mononucleares circulantes. tECA-I constituye la porcién C-terminal de
SECA-I con una region N-terminal corta o-glicosilada (FIGURA 3) y su distribucidn es exclusivamente
testicular. Ambas isoformas presentan un péptido sefial, de 29 residuos responsable del anclaje
en la membrana plasmatica. También se ha detectado una forma soluble de las isoformas que se
encuentra presente en los fluidos biolégicos (Sturrock et al., 2013).

HEMGH HEMGH
129 Y 612 Y 1306
I Doninio N Doninio C ECA-I somatica (+ 170 kDa)
HEMGH
129 64 Y 732

E’ Doninio C l_l ECA-I testicular (+ 90 kDa)

FIGURA 3. Esquema de la estructura de las formas somatica y testicular de ECA-l humana. La forma somatica presenta
dos dominios homdlogos (dominios N y C) mientras que la forma testicular solo presenta el dominio C de la forma
somatica, unido a una regién N terminal de 67 residuos. Ambos dominios presentan un sitio activo funcional con la
secuencia consenso de sitios de unién al zinc HEXXH y un péptido sefial corto en el extremo C terminal que sirve de
anclaje en la membrana. Adaptado de (Sturrock et al., 2013).

Ambos dominios contienen la secuencia HEMGH, un motivo muy conservado del sitio activo de
las metalopeptidasas de zinc. Las dos His de este motivo junto con un residuo de glutamato
localizado hacia el extremo C-terminal, coordinan el 4&tomo de zinc esencial para la catdlisis. La
hidrdlisis del sustrato esta activada por la presencia de ion cloruro dependiendo del sustrato. El
dominio C, que tiene dos sitios de union a cloruro, es fuertemente activado por ion cloruro
mientras que el dominio N, que solo presenta un de estos sitios, no presenta este tipo de
activacion (Natesh, Schwager, Sturrock, & Acharya, 2003). Ambos dominios tienen tres puentes
disulfuro y un cisteina libre. Se ha determinado que tanto el dominio C como el N estan
fuertemente glicosilados. El dominio C presenta 10 sitios potenciales de N-glicosilacidon, mientras
gue el dominio N presenta solo siete de estos sitios. importantes para la actividad y estabilidad
de la ECA-I (Anthony et al., 2010).

Ambos dominios son capaces de hidrolizar angiotensina | y bradiquinina in vitro, pero se ha
demostrado que el dominio C es el sitio de clivaje principal de angiotensina | in vivo y el por lo
tanto el encargado de la regulacién de la PA. El dominio N cliva preferencialmente angiotensina
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1-7, la hormona liberadora de gonadotrofina y el péptido acetil-seril-aspartil-lisil-prolina
contribuyendo a la regulacién de la diferenciacién y proliferacion de las células madre
hematopoyéticas (Akif et al., 2011).

Inhibidores de ECA-I sintéticos

Los inhibidores de la ECA-I son farmacos de primera linea para el control de la hipertensién en el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Ibrahim, 2006). La ECA-I regula el balance
entre las propiedades vasoconstrictoras y de retencién de sal de la angiotensina Il y las
propiedades vasodilatadoras de la bradiquinina. Al inhibirse esta enzima se produce una
disminucion de la formacién de angiotensina Il y de la degradacion de bradiquinina y el
consecuente descenso de la PA.

A pesar de su amplio uso como agentes terapéuticos, dada su probada eficacia, los inhibidores
de la ECA-I sintéticos comerciales, presentan efectos colaterales. Los efectos no deseados como
la tos seca, angioedema y disguesia probablemente estan relacionados con la acumulacién de
bradiquinina (Akif et al., 2011). Debido a esto, la modificaciéon de estas drogas o el desarrollo
nuevas con menos efectos colaterales es un area de investigacidn abierta (Kamath, Rajini, Lohith,
Somashekar, & Divakar, 2006).

Los primeros inhibidores exégenos de la ECA-I surgieron a partir del hallazgo de que los extractos
alcohdlicos del veneno de la serpiente brasilera yarara (Bothrops jararaca) producian un efecto
potenciador de la contraccion del musculo liso no vascular, hipotension y aumento de la
permeabilidad capilar. Se establecioé que estos efectos del extracto, llamado inicialmente factor
potenciador de bradiquinina (FPB o BPF en inglés), derivaban de la potenciacién de la actividad
de la bradiquinina y de la inhibicion de la ECA-l. A pesar de demostrarse su actividad
antihipertensiva, se constatd la falta de actividad oral, atribuible a su naturaleza peptidica, lo que
impidio su uso terapéutico (Cushman & Ondetti, 1999).

Cushman y Ondetti propusieron un modelo de la estructura de ECA-l basados en su homologia
con la carboxipeptidasa A (CPA). El modelo asumia que ECA-l es una metalopeptidasa
dependiente de Zn?* con un sitio activo parecido al de la CPA. A partir de este modelo se iniciaron
los trabajos de disefio racional de inhibidores. Los estudios de relacion estructura-actividad de
estos péptidos indicaron que la secuencia carboxi-terminal dptima para unirse al sitio activo de
la ECA-I era Phe-Ala-Pro, tanto para inhibidores como para sustratos. Las cadenas laterales de
estos tres residuos interactian especificamente con los subsitios, o bolsillos, del sitio activo de la
ECA-I, llamados S1, S1y S™2, respectivamente. El descubrimiento de los primeros inhibidores de
la ECA-I activos por via oral a finales de 1970 es uno de los ejemplos clasicos de disefio racional
de farmacos basado en la estructura.
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Ondetti y Cushman propusieron un modelo del sitio activo de la ECA-I con el ion de zinc critico,
posicionado para activar el carbonilo escindible de los sustratos peptidicos. Este concepto clave,
junto con el trabajo de Byers & Wolfenden (1972) en el que se demostré que el acido D-2-
bencilsuccinico era un potente producto inhibidor de la CPA, impulsé el disefio de compuestos
similares. Estos compuestos son derivados de succinil aminoacidos, con estructura andloga al
dipéptido con un grupo funcional succinil carboxilo capaz de unirse al zinc. Basdandose en la
secuencia de uno de los péptidos aislados del veneno de serpiente, Phe-Ala-Pro, Ondetti sintetizd
el metil succinil Pro, que fue un inhibidor de ECA-I especifico con un ICso del orden micromolar
(FIGURA 4).
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FIGURA 4. Disefio racional de inhibidores de ECA-I basados en el modelo propuesto del sitio activo de ECA-l basado
de la estructura de la CPA (Cushman & Ondetti, 1999).

El reemplazo del grupo carboxilo de unidn al zinc con un sulfhidrilo, Cushman y Ondetti lograron
un inhibidor con mayor potencia y pusieron en marcha el «captopril» (inhibidor competitivo con
una K; de 1,7 nM). Los contactos propuestos de este inhibidor con los bolsillos S1"y S2" y Ia
interaccion del prolil carboxilato con un residuo cargado positivamente del sitio activo (FIGURA 4)
son notablemente similares a los observados en la estructura cristalina del complejo ECA-I-
captopril obtenida casi 30 afios mas tarde (Cushman & Ondetti, 1999).

Actualmente se dispone de varios inhibidores de ECA-I que actian como inhibidores
competitivos. Estos inhibidores difieren en la estructura quimica del grupo activo, su potencia,
biodisponibilidad y otras caracteristicas farmacoldgicas.

Inhibidores de ECA-I derivados de proteinas alimentarias

Una alternativa natural (no farmacoldgica) y novedosa para el control de la PA y las
enfermedades relacionadas, es el uso de péptidos bioactivos. Muchos péptidos con actividad
inhibitoria de la ECA-I se han descubierto en hidrolizados enzimaticos de diferentes proteinas de
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alimentos como caseina, proteinas de suero, de pescado, de soja, trigo (Kitts & Weiler, 2003) y
proteinas de especies marinas (He, Liu, & Ma, 2013). Las proteinas de la leche representan una
de las principales fuentes de un amplio rango de péptidos bioactivos (FitzGerald & Meisel, 2000)
gue cuentan con la ventaja adicional de poseer una amplia base de consumo y aceptabilidad por
parte de la poblacién.

1.2.3.1 Péptidos IECA-I obtenidos por hidrdlisis enzimdtica de proteinas Ildcteas

Diferentes autores han logrado la liberacién de péptidos inhibidores de la ECA-I a partir de
proteinas lacteas por hidrélisis enzimdtica in vitro con diversas enzimas digestivas (Mullally,
Meisel, & Fitzgerald, 1997), enzimas microbianas (Abubakar, Saito, Kitazawa, Kawai, & Itoh, 1998;
Otte, Shalaby, Zakora, & Nielsen, 2007), procesos fermentativos (Gobbetti, Stepaniak, De Angelis,
Corsetti, & Di Cagno, 2002; Fitzgerald & Murray, 2006; Nakamura et al., 1995) o por la digestién
gastrointestinal de proteinas de la dieta (Foltz et al., 2007).

Las peptidasas de origen vegetal han sido menos empleadas para la produccién de péptidos IECA-
I. Recientemente se ha reportado la produccidn de péptidos IECA-I en hidrolizados de proteinas
de lactosuero con papaina (Silva et al., 2014) asi como con peptidasas vegetales no comerciales
como las de flores de cardo (Cynara cardunculus) (Tavares & Malcata, 2013) y de Arctium minus
(Cimino et al., 2015) o de frutos de Maclura pomifera (Bertucci et al., 2015).

Las propiedades de algunos péptidos inhibidores de la ECA-I con mayor potencia, derivados de
proteinas lacteas se resumen en la TABLA 1 (FitzGerald et al., 2004).

TABLA 1. Propiedades de los péptidos inhibidores de la ECA-I derivados de proteinas lacteas. ICso= concentracion
de inhibidor que causa un 50 % de inhibicion de la ECA-I.

Proteina Fragmento peptidico Secuencia primaria ICso (LM)
Casoquininas

Ois1- caseina F (25-27) VAP 2,0
Ois2- caseina F (174-179) FALPQY 4,3
[-caseina F (74-76) IPP 5,0
K-caseina F (185-190) VTSTAV 52,0

Lactoquininas

a-Lactalbumina F (104-108) WLAHK 77,0
[-lactoglobulina F (142-148) ALPMHIR 42,6
BSA F (208-216) ALKAWSVAR 3,0
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1.2.3.2 Relacion estructura funcion de los péptidos IECA-I

La mayoria de los IECA-I presentan un tamafio que abarca entre dos y doce residuos de
aminodacido.

La relacién entre la estructura y la actividad no estd completamente establecida pero se han
determinado algunos rasgos estructurales caracteristicos de estos inhibidores. Se cree que el
tripéptido C-terminal es fundamental para la actividad y se ha observado que la presencia de
residuos hidrofdébicos en cualquiera de las posiciones del tripeptido C-terminal es favorable. La
presencia de residuos con carga negativa (Glu o Asp) en la posicion C-terminal, asi como la
presencia de Pro en la penultima posicion C-terminal resultan desfavorables para la actividad
IECA-I. Si el tripéptido presenta un residuo de Pro tanto en la posiciéon C-terminal como en la
tercera posicion desde el extremo C-terminal, la estructura es favorable (Tavares & Malcata,
2013).

Un trabajo QSAR (modelo de la relacidn cuantitativa de la estructura y la actividad) realizado para
establecer la relacién de la secuencia de pentapéptidos y la actividad IECA-I predijo que el residuo
en la posiciéon C terminal es el mas importante para determinar la potencia del inhibidor, seguido
del residuo que se encuentra en la cuarta posicion desde el extremo C-terminal. La presencia de
residuos alifaticos y pequefios en la posicion C terminal resulté favorable pero la presencia de
Pro en la esta posicién no tuvo un prondstico favorable. Para la posicién a cuatro residuos del
extremo C terminal los residuos que tuvieron una prediccidon favorable fueron los hidrofébicos
voluminosos y los que contienen grupos sulfuro (Sagardia, Roa-Ureta, & Bald, 2013).

En otro modelo QSAR realizado con dipeptidos y tripéptidos se predijo que, en el caso de los
dipeptidos son favorables los residuos con cadenas laterales voluminosas asi como hidrofébicas.
Se sugiere que los residuos con cadenas laterales aromaticas y Pro son favorables en el extremo
N-terminal y los residuos con cadenas laterales alifaticas ramificadas son favorables en la posicidon
C terminal. Para los tripéptidos los residuos mas favorables, tanto en el extremo C terminal como
N terminal, fueron los residuos aromaticos mientras que los residuos con carga positiva fueron
mas favorables en la posicién intermedia (Wu, Aluko, & Nakai, 2006).

1.2.3.3 Actividad in vivo de los péptidos IECA-I

Para lograr un efecto antihipertensivo in vivo, los péptidos inhibidores de la ECA-1 deben alcanzar
el sistema cardiovascular en una forma activa. Por lo tanto, luego de la administracién oral deben
resistir la degradacién por las proteasas gastrointestinales y las peptidasas de los bordes en
cepillo y deben ser absorbidos a través de la pared intestinal con preservacién de su actividad
fisioldgica. Durante esta ruta de reparto oral, puede ocurrir la degradacién de los péptidos, lo
cual resultara en una activacion o desactivacion de su actividad bioldgica. Esto explica
parcialmente la discrepancia entre la actividad inhibitoria de la ECA-l y el efecto antihipertensivo
luego de la administraciéon de un hidrolizado de proteinas alimentarias (Korhonen & Pihlanto,
2006).
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La evidencia cientifica del efecto hipotensor en humanos de los péptidos con actividad IECA-I in
vivo es controversial (Geleijnse & Engberink, 2010; Boelsma & Kloek, 2009). Resulta complejo
evaluar el efecto de un alimento en la salud, entre otras cosas porque es dificil cuantificar el
principio activo en el alimento, puede haber interacciones con la matriz alimentaria y el consumo
de un alimento puede provocar cambios en la dieta. En los estudios que se obtienen resultados
positivos se informa que el efecto hipotensor maximo observado fue de 13 mm Hg (presion
sistélica) y 8 mm Hg (presidn diastdlica) luego de 8-12 semanas de tratamiento y comparado con
placebo. Las dosis efectivas van desde 3,07 a 52,5 mg/d y deben ser consumidos durante una a
dos semanas para comenzar a ver los efectos. Otras cualidades reportadas de los lactopeptidos
son: no tienen efecto sobre la presidon sanguinea normal, son efectivos solo a presiones
sanguineas elevadas, no se constataron diferencias en la efectividad de acuerdo a la etnia y su
actividad no es afectada por el uso de otra medicacién antihipertensiva (principalmente
antagonistas de calcio, B-bloqueantes e inhibidores de la ECA-l). En cuanto a la seguridad y
toxicidad de los lactopéptidos se han realizado estudios in vitro e in vivo que demuestran su
inocuidad (Boelsma & Kloek, 2009).
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1.3 Lactosuero

El LS es un coproducto que se obtiene cuando se elimina la caseina de la leche. Esto puede
lograrse por microfiltracién, por la accién de la enzima quimosina (renina) y/o la acidificacion de
la leche a pH 4,6. EI LS conserva el 20 % de las proteinas, 95 % de la lactosa, y 8 % de los lipidos
de la leche.

De acuerdo al proceso de obtencidn se distinguen dos tipos de LS: LS acido y LS dulce (TABLA 2).
El LS acido es el obtenido como consecuencia de la precipitacidn isoeléctrica de la caseina por
acidificacion de la leche a pH 4,6. El LS acido se obtiene como coproducto de elaboracién de
quesos frescos, donde la acidificacién ocurre por fermentacion de una cantidad significativa de
lactosa a 4acido lactico, o por la acidificacion directa de la leche para la preparaciéon de
caseina/caseinatos. El LS dulce se produce cuando la coagulacién de la caseina ocurre por la
hidrélisis de la k-caseina con quimosina, que induce la desestabilizacién de las micelas, en el
proceso de elaboraciéon de quesos de masa dura o semidura, o en la produccidon de caseina
(Bansal & Bhandari, 2016).

Tabla 2. Caracteristicas de LS acido y dulce (Rojas & Torres, 2013) (Bansal & Bhandari, 2016).
Componente LS dulce LS acido
Sdlidos totales (g/L) 63-70 63-70
Proteinas totales (g/L) 6,5- 6,6 6,1-6,2
GMP (g/L) 1,2-1,5 -
NNP (g/L) 0,27- 0,37 0,30- 0,40
Lactosa (g/L) 46,0-52,0 44,0- 47,0
Materia grasa (g/L) 0,20- 0,50 0,30
Minerales (g/L) 5,00- 5,20 7,50- 7,90
Calcio (g/L) 0,40- 0,60 1,20- 1,60
Fosfato (g/L) 0,50- 1,00 2,00
Sodio (g/L) 0,50- 0,53 0,50- 0,51
Cloruros (g/L) 1,10 1,10
Lactato (g/L) 2,00 6,40
pH 5,90- 6,40 4,60- 4,70
GMP= glicomacropéptido o fragmento C-ter (f106-169) producido por la hidrdlisis de la k-CN con renina; NNP= nitrégeno no
proteico.

Proteinas del LS

Las proteinas de la leche pueden subdividirse en dos grupos o familias, las caseinas y las
proteinas del LS (TABLA 3). Las caseinas son fosfoproteinas, que precipitan por acidificacion de la
leche a pH 4,6 a 20 °C. Son las proteinas mayoritarias de la leche, representando el 80 % de las
proteinas totales. Las proteinas del LS son las proteinas de la leche que permanecen solubles al
acidificar la leche en las condiciones antes mencionadas. B-lactoglobulina (BLG), a-lactaloumina
(ALA), albdimina sérica bovina y las inmunoglobulinas son los componentes mayoritarios de este
grupo. Las proteinas minoritarias incluyen a lactoferrina (LF), plasmina (PL) y lactoperoxidasa
(LP). Algunos péptidos producidos por la hidrélisis de las caseinas, que son solubles al pH del LS,
también se incluyen entre las proteinas del LS y se conocen como fraccién proteosa-peptona
(Farrell et al., 2004).
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TABLA 3. Composicidn proteica de la leche bovina.
Proteina Concentracion (g/L) Variantes genéticas Masa molecular (Da) Punto Isoeléctrico
B 23.615 4,44-5,76
as1-Caseina 12-15
C 23.542 -
g asz2-Caseina 3-4 A 25.226 -
£ | p-Caseina 9-11 A 23.983 4,83-5,07
A 19.037 5,45-5,77
K-Caseina 2-4
B 19.006 5,3-5,8
a-Lactalbumina 0,6-1,7 B 14.178 4,2-4,5
A 18.363 5,13
B-Lactoglobulina 2-4
i B 18.277 5,13
3 Albumina sérica
= . 0,4 A 66.399 4,7-4,9
£ | bovina
w
E 1gG1 0,3-0,6 - 161.000 5,5-6,8
,.8,. 1gG2 0,05 - 150.000 7,5-8,3
el
° | igA 0,01 . 385.000-417.000 -
IgM 0,09 - 1.000.000 -
Lactoferrina 0,02-0,1 - 76.110 8,81

B-Lactoglobulina

Es una de las proteinas mas abundantes de la leche (12 %), representando el 50 % de las proteinas
del LS. Estd presente en la leche de rumiantes y otros animales como canguro, delfin, manatiy
yegua. Sin embargo, la leche de humano, rata, ratén y cobayo carece de BLG.

La funcidn biolégica de BLG no esta totalmente clara. Debido a que se ha demostrado su
capacidad para unir ligandos, que pueden ser moléculas hidrofdbicas o anfipaticas asi como
péptidos pequeiios, algunos autores han propuesto que su rol es el de transportar moléculas.

1.3.2.1 Estructura molecular

Su estructura monomeérica estd compuesta por 162 residuos de aminodcido que corresponde a
una masa molecular de 18.300 Da. En la FIGURA 5 se muestra un diagrama de la estructura
primaria y secundaria. Tiene dos puentes disulfuro (Cysge — CYS160 Y CVS106 — CYS119) Y UN tiol
libre Cys;,1. En la leche bovina se han identificado cuatro variantes genéticas de BLG que se
denominan A, B, Cy D. Las variantes Ay B son las mas comunes y estan presentes con la misma
frecuencia (Sawyer, 2013). La diferencia entre las variantes A y B se limita al cambio de dos
residuos de aminodcido, Aspg,Gly vy ValiigAla respectivamente, que causa importantes
efectos en su solubilidad.
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FIGURA 5. Estructura primaria y secundaria de BLG extraidas de PDBsum (Laskowski et al., 1997). Corresponden a la
estructura tridimensional de BLG A obtenida por difraccidon de rayos X y depositada en el RCSB PDB con el cédigo
2Q2M (Qin et al., 1998).

Existen varias estructuras tridimensionales de BLG, obtenidas por difraccién de rayos X y
resonancia magnética nuclear, depositadas en RCSB PDB [URL www.rcsb.org (Berman et al.,
2000)].

BLG es una proteina globular y en su forma monomérica presenta una estructura secundaria con
predominio de hebras B y estructuras desordenadas, respecto a las estructuras helicoidales
(FIGURA 5). Ocho de las nueve hebras B anti paralelas, las hebras A, B, C, D, E, F, G y H, forman un
barril B. Este barril presenta una gran cavidad accesible al solvente rodeada de residuos
hidrofdbicos (Kontopidis, Holt, & Sawyer, 2004). BLG pertenece a la familia de las lipocalinas, con
la que comparte la estructura de barril B y la cavidad en la que puede unir moléculas pequefas
hidrofobicas (Flower, North, & Sansom, 2000). La hebra restante (hebra I) forma parte de la
interface de la estructura dimérica junto con el giro que une las hebras Ay B (giro AB). Entre las
hebras | de cada mondmero se establecen cuatro puentes de hidrégeno (FIGURA 6A). Ademas,
como se puede observar en la FIGURA 6B, los giros AB de cada mondmero interaccionan a través
de ocho puentes de hidrégeno adicionales, y entre el Asps3 y la Arg,o del giro AB se forman dos
pares idnicos intermondmero fundamentales (Sakurai & Goto, 2002).
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FIGURA 6. Modelo de las interacciones en la interface del dimero de BLG realizado por Sakurai & Goto (2002) basada
en la estructura por rayos X PDB ID 1BEB. Vistas aumentadas de las interacciones por puentes de hidrégeno entre
las hebras | de cada monémero (A) y los puentes salinos entre Asps; y la Arg,, del giro AB de cada mondmero (B).

1.3.2.2 Transicion de Tanford

BLG sufre un cambio conformacional entre pH 6 y 8, que fue observado al comparar las
estructuras tridimensionales resueltas por Qin et al. (1998) a pH 6,2 (PDB ID 3BLG) y 7,1 (PDB ID
1BSY). Estos autores definieron la transicion Tanford como un cambio conformacional en el giro
que une las hebras E y F (giro EF). Este giro estd localizado en el extremo abierto de la cavidad
hidrofébica. A pH 6,2 el giro EF se dispone en una conformacion cerrada impidiendo el acceso a
la cavidad hidrofdbica, mientras que a pH 7,2 adopta una conformacién (abierta) permitiendo la
entrada a la cavidad. En estos cambios esta involucrado el grupo carboxilo del residuo de Glugq
localizado en el giro EF, que presenta un valor de pK,; anormal de 7,3 en lugar de 4,5. Este grupo
a pH 6,2 esta orientado hacia el interior de la cavidad, mientras que entre pH 7,1 y 8,2 se expone
al exterior causando la transiciéon de Tanford (FIGURA 7).

Un modelo mas reciente y detallado para la transformacién de Tanford se basé en las estructuras,
obtenidas por difraccion de rayos X, de BLG con la mutacién Alaz,Cys que estabiliza el dimero
(Sakurai & Goto, 2006). Este modelo define cuatro estructuras con diferente conformacion
involucradas en la apertura de la cavidad, tres de ellas (C,, Cii y Ci) con una conformacion cerrada
y la restante correspondiente a la conformacién abierta del giro EF. Ellos observaron que el
cambio conformacional del giro EF involucra dos transiciones que pueden distinguirse tanto en
la escala de tiempo asi como en la posicién del giro (en la parte alta y en la regién de bisagra).
Ademas el giro GH, que es adyacente al giro EF, muestra cambios conformacionales a pH cercano
a 7, que son anteriores al movimiento del giro EF que lleva a la conformacién abierta. El
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mecanismo propuesto consta de tres pasos secuenciales, que involucran el cambio
conformacional de giro GH, la ruptura de enlaces de hidrégeno en la regidn bisagra del giro EF y
el movimiento del giro EF que produce la apertura de la cavidad.

FIGURA 7. Estructuras cristalinas de BLG resueltas por Qin et al. (1998) a pH 6,2 (PDB ID 3BLG, en magenta)y a pH 7,1
(PDB ID 1BSY, en azul) superpuestas (Sakurai & Goto, 2006). Se sefala con un circulo verde la apertura de la cavidad
con el movimiento del giro EF.

También se observan cambios en la reactividad del tiol de la Cys;,4 libre a pH mayores a 6,7,
pero se vio que esto no esta directamente relacionado con la apertura de la cavidad. Se ha
postulado que estos cambios conformacionales y la unidn reversible de ligandos estdn
relacionados con el transporte por el tracto digestivo en una forma protegida para luego ser
liberados en el intestino. Dado el pH acido del estdmago, la cavidad permaneceria cerrada y el
ligando protegido para luego ser liberado en el intestino donde el pH es alcalino y la cavidad
adoptaria la conformacion abierta (Sakurai & Goto, 2006).

1.3.2.3 Reacciones de asociacion y disociacion

BLG es una proteina que cambia su estado de agregacion en funcidn de las condiciones del medio.
A temperatura ambiente y en las condiciones de pH (neutro), fuerza idnica y concentracion de la
leche se presenta mayoritariamente en forma de dimero. A concentraciones de BLG menores a
10 mg/mL y pH 4acido, los dimeros se disocian a mondmeros. La baja fuerza idnica, baja
concentracion proteica y el aumento de la temperatura favorecen la disociacién a mondmeros.
A pH mayor a 7,5 los dimeros también se disocian y segin Zimmerman, Barlow, & Klotz (1970) la

proteina se «hincha» (FIGURA 8).

Entre pH 3,7 v 5,1, los dimeros de BLG pueden asociarse formando octameros, esto ocurre
principalmente a bajas temperaturas (menores a 20 °C). Esta reaccidn de asociacién es un
equilibrio rapido que ha sido bien caracterizado (FIGURA 4). Sin embargo, hasta el momento no se
ha podido obtener una estructura de rayos X completa del octdmero. La concentracién de
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octamero es maxima a pH 4,6 y se ha establecido que el descenso de la temperatura (Gottschalk,
Nilsson, Roos, & Halle, 2003), la disminucién de la fuerza idnica y el aumento de la concentracion
proteica favorecen la asociacion (Verheul, Pedersen, Roefs, & De Kruif, 1999).

B‘: > BZ < > Bg <€ > BZ I > B [ >
Desnaturalizacién
irreversible
Transformacion
reversible
3,7 1 7,5 9,7
1,0 2,0 3,0 4,0 5,(?’ 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH

FIGURA 8. Esquema de asociacién molecular de BLG en funcion del pH y temperatura del medio (Pessen, Purcell, &
Farrell, 1985).

En el rango de pH de 8,5 a 9,5 ocurren cambios en la estructura de BLG que se dan lentamente.
A pH mayor a 8,5 se da la disociacién reversible de los dimeros. Mientras que a pH mayores a 9
van ocurriendo cambios irreversibles, que finalmente conducen a la desnaturalizacion y
agregacion de BLG, en un proceso que es dependiente del tiempo (FIGURA 8). En estos cambios
irreversibles estan implicadas reacciones de oxidacion de tioles y/o reacciones de intercambio
tiol-disulfuro debido a que la agregacién es inhibida por el bloqueo de los grupos tiol.

1.3.2.4 Efecto de la temperatura en la estructura nativa

El proceso de desnaturalizacidon térmica de BLG es complejo y depende del pH, la concentracién
de proteina, la fuerza idnica y la presencia de ligandos. La disminucién del pH y la unidn de
ligandos son factores que hacen a BLG mas resistente a la desnaturalizacidn térmica. A pH neutro,
BLG estd en estado dimérico y la transicidn del desplegamiento térmico ocurre aproximadamente
a 70 °C. Los dimeros se disocian a mondmeros, para luego desplegarse y finalmente asociarse
con otras moléculas a través del tiol libre de la Cys;,; y de residuos hidrofdbicos. A pH mas bajo,
con BLG en estado monomérico, ocurre una desnaturalizacion reversible a temperaturas de hasta
70 °C. A temperaturas que superan los 70 °C se forman agregados grandes y que involucran
predominantemente interacciones no covalentes (Edwards, Creamer, & Jameson, 2008).

a-Lactalbumina

Representa la segunda proteina mas abundante del LS bovino (20 %), es la proteina principal de
la leche humana y se encuentra en la leche de todos los mamiferos.
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ALA cumple una funcidn bioldgica muy importante en las células de la glandula mamaria. Forma
parte del sistema enzimatico lactosa sintasa que cataliza el paso final en la biosintesis de lactosa:

UDP — D — galactosa + D — glucosa ——— lactosa + UDP
Lactosa Sintasa

Este sistema enzimatico consta de dos proteinas, la galactosil transferasa que es el componente
catalitico y ALA que es el componente regulador. En ausencia de ALA, la galactosil transferasa es
inespecifica, transfiriendo la galactosa de la UDP-galactosa a diferentes aceptores. En presencia
de ALA se vuelve muy especifica y transfiere la galactosa principalmente a la glucosa para dar
lactosa. De esta forma ALA actuando como regulador que puede controlar el nivel de lactosa en

la leche (Permyakov & Berliner, 2000).
1.3.3.1 Estructura molecular

ALA es una proteina acida (punto isoeléctrico= 4,5), monomérica y pequeia de 123 residuos de
aminodcido (14.200 Da), que es homdloga a la lisozima tipo C. La leche bovina solo tiene una
variante genética, ALA B, pero la leche de otras especies presenta la variante A. La variante
genética B tiene un residuo de glutamico en lugar de un de arginina.

ALA es una metaloproteina que une fuertemente un ion calcio en un bolsillo que contiene
residuos de Asp. Se trata de una proteina globular en la que predominan las hélices-a y las zonas

de plegamiento desordenado respecto a las hebras-B (FIGURA 9).
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FIGURA 9. Estructuras primaria y secundaria de ALA extraidas de PDBsum (Laskowski, R A, Hutchinson, E G, Michie, A
D, Wallace, A C, Jones, M L & Thornton, J M, 1997). Corresponden a la estructura tridimensional de ALA A obtenida
por difraccion de rayos X y depositada en el RCSB PDB con el cédigo 1F6S (Chrysina, ED., Brew,K. & Acharya, R,
2000).

La estructura terciaria de ALA nativa esta compuesta por dos subdominios: un subdominio de a-
hélices (I6bulo a) y un subdominio, mas pequeno, de hebras-p (I6bulo B) que estan conectados
por una hendidura (FIGURA 10, Chrysina, Brew, & Acharya, 2000). El I6bulo a estad formado por las
regiones N-terminal y C-terminal de la proteina (residuos 1-34 y 86-123) y presenta tres a-hélices
(residuos 5-11, 23-34 y 86-98) y dos hélices 31 (residuos 18-20 y 115-118). El I6bulo B, formado
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por la parte central de la proteina (residuos 35-85) presenta tres hebras  que forman una hoja
B anti paralela (residuos 41-44, 47-50 y 55-56), una hélice 310 (residuos 77-80) y estructuras
desordenadas. La estructura esta estabilizada por cuatro puentes disulfuro, ligando la Cysg con
CySi20, Cys,g con Cysi14, 1a Cysg; con Cys,- y la Cys,3 con Cysq, (Edwards et al., 2008).
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FIGURA 10. Estructura tridimensional de ALA bovina (Chrysina et al., 2000). Se indican las regiones funcionales de la
proteina (sitios de unidén a metales) y los elementos de estructura secundaria: a-hélices (H), hebras-B (S), hélices 310

(h).

En la unién de los subdominios se encuentran el sitio de unién al Ca?* de alta afinidad que
constituye una seccién continua de la cadena polipetidica (residuos 79-88) conectando a la hélice
310 del 16bulo B (residuos 77-80) con la hélice H3 del I6bulo a (residuos 86-98). A 7,9 A de distancia
del sitio de unién al Ca?* de alta afinidad se encuentra un sitio de unién al Ca?* secundario.

El calcio acelera la velocidad de renaturalizacién de ALA desnaturaliza por calor (con los puentes
disulfuro intactos) por mds de dos érdenes de magnitud (Chrysina et al., 2000). A pH muy acido
(pH < 3) ocurre la llamada «transicién acida» en la que los residuos de Asp se protonany el Ca?*
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se disocia. En estas condiciones, ALA adopta el estado de glébulo fundido? que corresponde a un
estado en el que se conservan los elementos de la estructura secundaria y la estructura terciaria
mantiene su forma globular pero se ve como «hinchada» respecto a la forma nativa (Kuwajima,
1996). A temperaturas superiores a la de desnaturalizacién por transicion térmica o en presencia
de concentraciones moderadas de agentes desnaturalizantes, ALA también adopta la
conformacion de glébulo fundido (Boye, Alli, & Ismail, 1997).

2 En inglés: molten globule.
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Objetivos

2.1 Hipodtesis de trabajo

El uso de peptidasas no comerciales, extraidas de la planta autdctona, Bromelia antiacantha

Bertol., para la hidrdlisis enzimatica de las proteinas del lactosuero, produciran péptidos

inhibidores de ECA-I diferentes a los ya obtenidos empleando peptidasas microbianas o de origen

animal (gastrointestinales).

2.2 Objetivo general

Contribuir al desarrollo y caracterizacion de nuevos péptidos con actividad inhibitoria de la ECA-

, liberados de las proteinas de lactosuero por procesos de hidrélisis enzimatica.

2.3 Objetivos especificos

1.

Obtener hidrolizados enzimaticos de proteinas de lactosuero, utilizando enzimas
proteoliticas de produccion nacional y/o de vegetales de la flora autéctona o endémica.

Fraccionar los péptidos producidos segun el objetivo 1, mediante procesos de filtracién

por membrana.
Identificar las fracciones con actividad inhibitoria de la ECA-I in vitro.
Purificar los péptidos inhibidores de la ECA-I.

Caracterizar el o los péptidos inhibidores (determinacidon de ICsg, tipo de inhibidor, Ki,
secuencia aminoacidica, hidrofobicidad)

Evaluar la estabilidad de los péptidos inhibidores de ECA-I a la digestién gastrointestinal,

in vitro.
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3.1 Hidrdlisis de proteinas de LS con PepBA
Materiales

ALA, BLG, ECA-I de pulmdn de conejo, papaina de latex de papaya, O-ftaldialdehido (OPA), L-
leucina, marcador de peso molecular (Tricina SDS-PAGE Ultra-Low Range), hipuril-histidil- leucina
(HHL), lodoacetamida (IAA), beta-mercaptoetanol (BME) vy acido tricloroacético (TCA) fueron
provistos por Sigma Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. El LS se prepard en el laboratorio por
precipitacion isoeléctrica de la caseina. La leche bovina descremada (Conaprole, Uruguay) se
acidificd con HCl 6 M hasta pH 4,5 y se precipité completamente durante toda la noche a 4 °C.
Finalmente se separd el LS filtrando por gasa y se almacend a -20 °C.

Preparacion del extracto crudo de B. antiacantha

El extracto crudo (ECBA) de B. antiacantha se prepard segun Vallés, Furtado, & Cantera (2007).
Los frutos maduros congelados (1014 g) se lavaron y pelaron. La pulpa, a la que previamente se
le quité la capa fibrosa que la recubre y las semillas, se triturd en un mixer doméstico durante 1
min (en intervalos de 10 s con igual tiempo de espera) en frio (0-4°C). El homogenato se
centrifugé a 8.000 g durante 20 min a 4 °C. Se separé el sobrenadante al que se denominé ECBA
y se almacend a -20 °C.

Preparacion del extracto parcialmente purificado de B. antiacantha

El ECBA se precipitd con cuatro volimenes de acetona (enfriada a -20 °C), en bafio de hielo-agua.
Se incubd a -20°C durante 30 min y se centrifugd a 8.000 g durante 20 min a 4°C. Los
sobrenadantes se descartaron y los precipitados fueron secados hasta evaporar completamente
la acetona. Los precipitados cetdnicos se disolvieron usando el volumen de buffer adecuado.
Antes de determinar la actividad proteolitica los precipitados redisueltos se activaron con
cisteina a una concentracién final de 15 mM. Este extracto parcialmente purificado se denominé
PepBA.

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica del preparado enzimatico de B. antiacanta se determind usando
azocaseina como sustrato de acuerdo al método descripto por Andrews & Asenjo (1986). La
mezcla de 340 pL de buffer fosfato de sodio 0,2 M, pH 7,5 con 340 pL de una solucién de
azocaseina al 1 % (p/v) y se termostatizé en un bafio de agua a 37 °C durante cinco min. Se
agregaron 340 pL de la dilucidon adecuada del preparado enzimatico y se dejd reaccionar durante
10 min a 37 °C. Para detener la reaccion se agregaron 340 uL de una solucion de TCA al 10 %
(p/v) y se incubd 20 min a 37 °C para asegurar la precipitacién completa. Paralelamente, se
prepararon blancos en los que el agregado de TCA 10 % se realizd previamente al agregado del
preparado enzimatico. Las muestras y los blancos se centrifugaron durante 30 min a 11.000 g.
Se midié la absorbancia a 337 nm de los sobrenadantes utilizando los blancos para fijar el valor
de absorbancia cero. Se definié la unidad de enzima (UE) como la cantidad de enzima necesaria
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para producir el aumento de la absorbancia a 337 nm en una unidad por minuto de reaccion en
las condiciones del ensayo.

Cuantificacidon de proteinas

La concentracién de proteina se determind por el método de Bradford (1976). Las curvas de
calibracion se realizo utilizando albumina sérica bovina (BSA). De acuerdo a la concentracién de
las muestras se utilizé el ensayo estandar (rango de concentracion de BSA de 0,1 a 1,0 mg/mL) o
el micrométodo (rango de concentracion de BSA de 10 a 100 pg/mL).

Hidrdlisis enzimatica de las proteinas del lactosuero con PepBA

Se evaluo el efecto de las condiciones de reaccién en la extensidn de la hidrdlisis del LS (grado de
hidrélisis) para seleccionar las condiciones que favorezcan la produccién de un hidrolizado rico
en péptidos de masa inferior a 3,0 kDa. La hidrdlisis del LS con PepBA se realizé a diferentes
relaciones de unidades de enzima/ mg de proteina del sustrato (E/S), pH (4,5; 7,5y 9,2) y
temperatura de reacciéon (30, 40 y 50 °C) en un bafio de agua termostatizado y agitacién
constante (220 rpm) (Polystat uPros, Bioblock Scientific, Francia). En todos los casos se afiadié
0,1 mL de PepBA (en la dilucidn adecuada de acuerdo a las unidades de enzima deseadas) a 10
mL de LS (9,8 mg/mL de proteina). A diferentes tiempos de digestidn, se tomaron alicuotas de
250 pL, que se mezclaron con 500 pL de TCA 10 % (p/v) e incubaron a temperatura ambiente
durante 20 min. El sobrenadante obtenido por centrifugaciéon (5.000 g durante 10 min) fue
utilizado para la cuantificacién de grupos aminos primarios por el método de OPA (que se
describe en la seccidn 3.1.8) para la determinacion del grado de hidrélisis (DH).

Grado de Hidrdlisis

Para evaluar la extensién de la hidrolisis se calculd el DH, es decir el porcentaje de enlaces
peptidicos del sustrato que fueron hidrolizados, definido como:

DH (%) = X 100 [Ecuacién 1]

N¢ot
Donde n es el nUmero de enlaces peptidicos que se escindieron por la accién enzimatica y not €s
el nimero total de enlaces peptidicos del sustrato.

El nimero de enlaces peptidicos escindidos se calculé a partir del nimero de grupos amino
primarios liberados durante la hidrélisis, que permanecen solubles luego de precipitar las
proteinas con TCA. El nimero de enlaces peptidicos totales del sustrato fue determinado a partir
del nimero de amino primarios liberados luego de la hidrdlisis total del sustrato.

Hidrdlisis total

Se colocaron partes iguales de LS y acido clorhidrico concentrado (14 M) en tubos sellados y se
incubaron a 110 °C durante 20 horas. El hidrolizado acido fue centrifugado a 5000 g durante 10
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min y el sobrenadante se utilizd para la cuantificacion de aminos primarios por el método de OPA
(descripto en 3.1.8).

Determinacién de grupos aminos primarios

La concentracion de grupos amino primarios se determiné utilizando el método de OPA (Church,
Swaisgood, Porter, & Catignani, 1983). Se agregaron 20 pL de muestra a 1,0 mL de reactivo de
OPA en una cuveta de cuarzo, se mezclé por inversién y se incubd a temperatura ambiente por
dos minutos. El producto formado se cuantificd por espectrofotometria a 340 nm utilizando un
espectrofotémetro UV-1800 (Shimadzu, Japdn).

El DH se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

A
DH (%) = ——2 x 100 [Ecuacién 2]
Aot
Siendo A; la absorbancia a 340 nm proporcional a la concentracién del producto de la reaccién
de los aminos con OPA a un tiempo dado de hidrdlisis; A, la correspondiente al tiempo inicial de
hidrolisis y A la correspondiente a la hidrolisis total del sustrato.

Susceptibilidad y mecanismo de hidrdlisis de ALA y BLG en funcidn de las condiciones de
reaccion

Para evaluar que ocurrié con ALA y BLG durante la hidrdlisis de LS con PepBA se realizé el analisis
electroforético por SDS-PAGE con geles de tricina (Tricine SDS-PAGE).

3.1.10.1 Tricina-SDS PAGE

La reaccion de hidrolisis se siguid por electroforesis Tricina SDS-PAGE de acuerdo al método
descripto por Schagger (2006). Se tomaron alicuotas de 90 uL de hidrolizado a diferentes tiempos
durante la reaccién de hidrdlisis de LS que se mezclaron con 10 pL de IAA 100 mM y se incubaron
15 minutos a 40 ° C. Las muestras (5-7 uL) se cargaron en un sistema compuesto por: gel de
separacion (T=16,5%, C=3 %, 6 M urea), gel espaciador (T=10 %y C =3 %) y gel concentrador
(T=4%y C=3%). Se empled un estandar de masa molecular de rango ultrabajo (Sigma)
compuesto por la mezcla de: triosa fosfato isomerasa de musculo de conejo (26.600 Da),
mioglobina de corazén de caballo (17.000 Da), alfa lactalbimina de leche bovina (14.200 Da),
aprotinina de pulmén bovino (6.500 Da), cadena beta oxidada de insulina bovina (3.496 Da) y
bradiquinina (1.060 Da). Los geles se corrieron empleando una cuba Mini PROTEAN Tetra (Bio
Rad Laboratories Inc, Hercules CA, USA). El voltaje se fijo en 30 V hasta que las muestras salieron
del gel concentrador y luego se aumentd a 90 V y se mantuvo hasta que terminé la corrida. Los
geles se tineron con Azul Brillante de Coomasie, se escanearon y analizaron utilizando Image)
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para Windows (Rasband, 2015). El porcentaje de proteina intacta para cada tiempo de hidrélisis
evaluado se calculd a partir del area de la banda de ALA o BLG, tomando como 100 % el drea de
la banda de estas proteinas a tiempo inicial (0 min).

3.1.10.2 Cinética de la protedlisis

Los estudios cinéticos de la hidrélisis de ALA y BLG con PepBA y papaina se realizaron a diferentes
valores de pH a 50 °C. Las soluciones de enzimas y sustratos para realizar los ensayos a los
diferentes pH de reaccidn se disolvieron usando: buffer acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5; buffer
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5 o buffer de borato de sodio 0,1 M, pH 9,2. La reaccién se inicié con
el agregado de 50 pL de PepBA (3,6 x 10> M) o papaina (1,4 x 10* M) a 450 pL de sustrato de
diferente concentracién (3,2 x 10° a 7,6 x 10* M para ALAy 2,5 x 10> a 5,9 x 10 M para BLG).
Se tomaron alicuotas de 50 pL a tiempo cero y cada 30 segundos de reaccion (hasta un tiempo
total de 3 minutos) y se afiadieron 100 uL de TCA 10 % (p/v) para detener la reaccion. Los
sobrenadantes se separaron por centrifugacién a 6000 g y 4 ° C durante 10 min. La velocidad
inicial de reaccién se determind midiendo el aumento de la concentracidon de grupos aminos
primarios (seccion 2.2.1.2.) en los sobrenadante de las alicuotas tomadas a los diferentes
tiempos. La concentracién de aminos primarios se calculé a partir de una curva de calibracion
realizada con L-leucina y expresada como moles/L equivalentes de L-leucina. La velocidad inicial
(M/s) se graficd en funcidon de la concentracién molar de sustrato (Graficos de Michaelis y
Menten). Los pardmetros cinéticos se determinaron a partir del ajuste no lineal (hipérbola) de
los graficos utilizando el programa OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, Northampton, USA).
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3.2 Caracterizacion de los hidrolizados de proteinas de LS
Preparacion de hidrolizados de LS, ALA y BLG

Se prepararon hidrolizados de LS y de sus proteinas mayoritarias en las concentraciones
habituales en el LS (ALA, 1,3 mg/mLy BLG 3,3 mg/mL) y utilizando las condiciones de reaccion
previamente optimizadas. Se tomaron alicuotas de hidrolizados obtenidos a los 0, 30, 60 y 120
minutos de reaccidn, se calentaron a 95 °C durante 15 minutos para inactivar las enzimas y se
centrifugaron a 16.000 g y 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes resultantes se fraccionaron
por ultrafiltracién usando los dispositivos Amicon Ultra-4 3K (Millipore, USA) con membranas de
corte en 3 kDa o Vivaspin 15 R (Sartorius, Alemania) de corte en 2 kDa. Las muestras se
centrifugaron a 7000 g, a 4 °C hasta volumen constante (aproximadamente 40 min). Las
fracciones obtenidas se liofilizaron y conservaron a -20°C hasta su uso.

Concentracion peptidica de las fracciones de hidrolizados

La concentracidon peptidica de las fracciones de hidrolizado se determinaron a partir de la
concentraciéon de grupos amino primarios determinada mediante el ensayo espectrofotométrico
de OPA (descripto en 3.1.8), usando una curva de calibracién de L-leucina como estandar (rango
de concentracién de L-leucina de 0,4 a 8,5 mM).

Actividad inhibidora de ECA-I

La actividad inhibidora de la ECA de las fracciones de los hidrolizados se determiné usando el
ensayo espectrofotométrico de Cushman & Cheung (1971), con algunas modificaciones.
Brevemente, se anadieron 20 uL de cada fraccién del hidrolizado a 100 L de solucidn de sustrato
(HHL) 5 mM en buffer fosfato de potasio 0,1 M, pH 8,3 conteniendo 0,3 M de NaCl. Se afiadio
ECA (5 mU) y la mezcla de reaccidn se incubé a 37 °C durante 30 min. La reaccién se detuvo por
el agregado de 100 pL de HCI 1 M. El acido hipurico formado se extrajo con acetato de etilo, a 95
°C y se cuantificé a 228 nm utilizando un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, Japdn). La
actividad de cada muestra se ensayd por triplicado y la actividad IECA se calculé usando la
siguiente ecuacion:
(A-B)—-(C-D)

Actividad IECA (%) = 100 % A=B [Ecuacion 3]

Donde A es la absorbancia de una solucién que contiene ECA pero sin hidrolizado; B es la solucién
con ECA previamente inactivado sin hidrolizado; C es la absorbancia en presencia de ECA e
hidrolizado y D es la absorbancia con ECA previamente inactivado y que contiene hidrolizado.

Para cada fraccidn se calculd el coeficiente de efectividad de inhibicion (CEl) de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

B Actividad IECA (%)
~ Concentraciéon peptidica (mM)

CEI [Ecuacion 4]
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Determinacion del ICso

Las fracciones que presentaron mayor CEl se seleccionaron y se determind el ICso (concentracion
de inhibidor capaz de reducir en 50 % la actividad de ECA). Se ensayd la actividad de ECA en
presencia de diferentes concentraciones de inhibidor. Los valores de ICsg se calcularon por ajuste
no lineal (funcién sigmoidea) de los graficos de porcentaje de inhibicion de ECA (% IECA) en
funcidn del log de la concentracidn de inhibidor utilizando el programa OriginPro 2016 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA). La concentracidn peptidica de las fracciones se determind
como se describio en la seccidn 3.2.2.

Perfil peptidico

Para realizar el perfil peptidico de los hidrolizados se puso a punto un método de cromatografia
de exclusidon molecular (SEC). Se utilizé un equipo Prominence UFLC System (Shimadzu, Japdn),
equipado con un detector de arreglo de fotodiodos (SPD-M20A). Se utilizd una columna
Superdex™ Peptide 10/300 GL (13 um, 10 x 300 mm, GE Healthcare Life Sciences) a temperatura
ambiente. La separacidn se realizé en condiciones isocraticas usando una solucién 30 % (v/v)
acetonitrilo (ACN) y 0,1 % (v/v) de acido trifluoracético (TFA) en agua Milli Q como fase movil con
un flujo de 0,5 mL/min durante 60 min. La deteccidn de los picos del cromatograma se realizé a
una longitud de onda de 220 nm.

La columna se calibré utilizando un estandar compuesto por: alfa lactalbumina (14.175 Da),
aprotinina (6.512 Da), cadena beta de insulina oxidada (3495,9 Da), angiotensina Il (1.046,2 Da),
metionina-encefalina: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (573,7 Da), Gly-Phe (222 Da), Gly-Tyr (238,2 Da) y Gly-
Gly (132,12 Da). El andlisis de los cromatogramas se realizé utilizando el software LCSolution
(Shimadzu, Japdn).

Digestidn gastrointestinal in vitro

Los filtrados de ultrafiltracion (Vivaspin 15R, corte 2 kDa) de los hidrolizados de LS, ALA y BLG
(fracciones FHLS, FHALA y FHBLG respectivamente) se sometieron a un proceso enzimatico en
dos etapas con pepsina, y tripsina y quimotripsina, para simular las condiciones en las que se
encuentran los péptidos en el organismo antes de ser absorbidos. Las hidrélisis se llevaron a cabo
en un bafio termostatizado a 37 °C y agitacidon constante (220 rpm) (Polystat pPros, Bioblock
Scientific, Francia). Las muestras se hidrolizaron primero con pepsina (1:10.000) (Sigma)
utilizando una relacion enzima:sustrato 1:50 (mg/mg), durante 90 min a 37 °C y pH 2,5. A
continuacion se hidrolizaron con pancreatina (Sigma) utilizando una relacidon enzima:sustrato
3:100 (mg/mg), a un pH 7-8 durante 90 min. La reaccién se finalizé calentando durante 15
minutos en un bafio de agua a 95 °C. El hidrolizado obtenido se centrifugd durante 30 minutos a
5°Cy 35000 x g, y se recogio el sobrenadante. Paralelamente se prepararon controles para cada
muestra, en los que se agrego el volumen equivalente de HCl o buffer en lugar de pepsina o
pancreatina.
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3.3 Purificacién de péptidos IECA
Cromatografia de exclusién molecular

3.3.1.1 SECen Sephadex G-25

La separacion se realizé utilizando una columna de 18 x 250 mm empaquetada con Sephadex G-

25 de 50 um (Amersham Pharmacia, Suecia) y equilibrada en una solucién de TFA al 0,1 % (v/v)
en ACN: agua Milli-Q (30:70) conectada a una bomba peristaltica (Modelo P-3, Pharmacia LKB,
Suecia).

El FHLS liofilizado se disolvié en agua Milli-Q a una concentracién 6x y se filtré por una membrana
de 0,22 um (acetato de celulosa, Sartorius, Alemania). Se inyecté 0,5 mL de muestra y la corrida
se realizd en condiciones isocraticas con un flujo de 0,5 mL/min. Se tomaron fracciones de 0,5
mLy la deteccidn se realizdé a 220 nm. De acuerdo al perfil de A 220 nm se formaron «pooles» de
fracciones a los cuales se determiné la actividad IECA (seccion 3.2.3) y concentracion peptidica
(seccion 3.2.2).

La distribucién de masas de las muestras se analizd por SEC-HPLC (seccién 3.2.5) y por
espectrometria de masas utilizando un equipo 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, USA).
Los andlisis de espectrometria de masas se realizaron en el Servicio de la Unidad de Bioquimica
y Protedmica Analiticas (Instituto Pasteur, Montevideo). 1 pL de muestra se mezclé con 1 plL de
acido a-ciano 4-hidroxicinamico en TFA (0,1 %, v/v) en ACN: agua Milli-Q (60:40). El espectro se
registrd en el modo reflector positivo y se realizé una calibracién externa del equipo con el
estandar: Mezcla de Calibracion 1 (Cal Mix 1, Applied Biosystems, USA). Se realizé la comparacion
de las masas de los péptidos de cada «pool» con las masas de los péptidos derivados
tedricamente de ALA (UniProt: PO0711) y BLG (UniProt: P02754) utilizando la herramienta
FindPept (http://web.expasy.org/findpept/).

3.3.1.2 SEC-HPLC

Se empled el método descrito en la seccién 3.2.5 (equipo, solventes, flujo y columna). Las
muestras se filtraron por membranas de 0,22 um (acetato de celulosa, Sartorius, Alemania). Se
inyecté un volumen de 100 pL para el FHLS (4,5 mg/mL), 150 pL para HALA (0,7 mg/mL) y HBLG
(1,3 mg/mL)y, 200 pL para el FHALA (0,1 mg/mL) y FHBLG (0,4 mg/mL). Se realizaron tres corridas
idénticas de cada muestra para obtener la cantidad de material suficiente. Las fracciones de 1,0
mL de cada corrida se combinaron individualmente (HLS) o formando «pooles» (HALA, FHALA,
HBLG y FHBLG) de acuerdo a su perfil de absorbancia a 220 nm. Las fracciones o «pooles»
seleccionadas se concentraron por evaporacion al vacio hasta eliminar completamente el
solvente y se guardaron a -20 °C. Antes de su andlisis las muestras evaporadas se disolvieron con
agua Milli-Q (en un volumen 20 veces menor).
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Extraccion en fase sélida del hidrolizado de lactosuero

Se empled un cartucho C18 Varian Mega Bond Elut 2 g/12 mL (Agillent, USA) acondicionado con
24 mL de la mezcla de ACN: agua Milli-Q (60:40) y equilibrado con 24 mL de TFA (0,1 %, v/v) en
agua Milli-Q. Tras la carga de la muestra (12 mL de HLS), se separé la fracciéon que no fue retenida
(NR) y se realizé una etapa de lavado con 24 mL de TFA (0,1 %, v/v) en agua Milli-Q. La elucién se
realizo en cuatro etapas con TFA (0,1 %, v/v) en ACN: agua Milli-Q: (10:90) para el eluido E1; (30:
70) para E2; (60:40) para E3 y (100: 0) para E4. Las fracciones de la extraccion en fase sélida (SPE)
se analizaron por SEC-HPLC como se describe en la seccién 3.2.5.

Las fracciones de SPE se concentraron previamente a la realizacion de los ensayos de de actividad
IECA y concentracion peptidica. La concentracion de las muestras se realizd por evaporacion
completa del solvente en vacio y se redisolucién utilizando agua Milli-Q en un volumen 20 veces
menor.

Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC)

La separacion se realizé utilizando un sistema UFLC Prominence (Shimadzu, Japén) compuesto
por: un inyector automatico modelo SIL-20AC HT, una bomba modelo LC-20AD, un horno modelo
CTO-20AC, un detector de arreglo de diodos modelo SPD-M20A y un mddulo controlador modelo
CBR-20A. El analisis de los datos se ralizdé utilizando el software LC Solution (versién 1.25,
Shimadzu).

La muestra de HLS se prepard utilizando un cartucho de SPE C18. EI HLS se acondiciond utilizando
una columna de SPE Cig(Baker Bond SPE octadecyl 200 mg/3mL, JT Baker, EEUU). Se aplicaron 3
mL de HLS a la columna previamente acondicionada, se retird la fraccion no retenida (NR) y se
lavé con 9 mL de una solucion de TFA 0,1 % (v/v) en agua Milli-Q. La elucién se realizé con un
total de 4 mL de una solucién de ACN 30 %(v/v) en agua Milli-Q. EI ACN se eliminé por
evaporacion y la fraccidn resultante se filtré a través de una membrana de 0,22 um (acetato de
celulosa, Sartorius, Alemania). Se inyectaron 100 pL de muestra en una columna Viva C18 de 5
um, 300 A y dimensiones de 4,6 x 250 mm (Restek, USA). La elucidn se realizé con un flujo de 1
mL/min utilizando un gradiente binario de TFA en agua Milli-Q (0,1 %, v/v) para el solvente Ay
TFA en ACN (0,1 %, v/v) para el solvente B. El gradiente usado fue: 0 a 10 min, gradiente lineal de
0 a 10% de B; 10 a 70 min, gradiente lineal de 10 a 30 % de B y de 70 a 80 min, gradiente lineal
de 30 a 100 % de B. La cromatografia se realizé a 40 °Cy la deteccion se realizéd a 220 nm. Se
recogieron fracciones de 0,5 mL que se concentraron por evaporacién al vacio utilizando un
equipo Savant SPS1010P1-230 SpeedVac (Thermo Scientific, USA). Las muestras evaporadas se
disolvieron en 100 pL de agua Milli-Q.

Los FHALA y FHBLG se caracterizaron utilizando el mismo equipo y las mismas condiciones
(solventes, flujo y columna) que el HLS. Las muestras liofilizadas se prepararon a una
concentracion de 30 mg/mL (de sélido) en una solucién de TFA en agua Milli-Q (0,05 %, v/v), se
filtraron a través de membranas de 0,22 um (acetato de celulosa, Sartorius, Alemania) y se
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inyectaron 100 pL a la columna. El gradiente usado para FHALA fue: de 0 a 50 min, gradiente
lineal de 0 a 30 % de B; de 50 a 80 min, gradiente lineal de 30 a 60 % de B; de 80 a 100 min,
gradiente lineal de 60 a 100 % de B y de 100 a 105 min 100 % de B. El gradiente usado para
FHBLG fue: de 0 a 40 min, gradiente lineal de 0 a 30 % de B; de 40 a 60 min, gradiente lineal de
30 a2 60 % de B; de 60 a 70 min, gradiente lineal de 60 a 100 % de B y de 70 a 85 min 100 % de B.
Se colectaron fracciones de 1 mL de tres corridas idénticas para cada muestra que se mezclaron
antes de eliminar completamente el solvente por evaporacién al vacio utilizando un equipo
Savant SPS1010P1-230 SpeedVac (Thermo Scientific, USA). Las muestras evaporadas se
disolvieron en 100 plL de agua Milli-Q.
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3.4 Purificacion, identificacidon y caracterizacion de péptidos IECA derivados de
ALA

Purificacién de las peptidasas del extracto crudo de B. antiacanta

La purificacion del ECBA se llevé a cabo por cromatografia de intercambio idnico utilizando una
columna de 40 x 145 mm empaquetada con SP-Sepharose Fast Flow 90 um (Amersham
Pharmacia, Suecia) equilibrada en buffer citrato de sodio 10 mM, pH 4,5. Se aplicaron 5,0 mL de
ECBA (dilucion 3/5 de ECBA en el buffer anterior) a la columna y se realizé la adsorcién en batch
durante 30 min a 4 °C con agitacion rotatoria. La fraccidn no retenida por el intercambiador (NR)
se colectd y se realizaron los lavados necesarios de la columna con 2,0 mL del mismo buffery en
las mismas condiciones que la adsorcion de la muestra. La elucidén se realizd haciendo pasar por
la columna una solucion de NaCl 0,4 M en el buffer anterior a presidn atmosférica. Se
recolectaron fracciones de 1,0 mL a las cuales se realizé un espectro UV (220-400 nm) utilizando
un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, Japdn). La actividad proteolitica se determind
utilizando el método de azocaseina (seccion 3.1.3) y la concentracion proteica por el método de
Bradford (seccién 3.1.4). Los eluidos seleccionados de cromatografias repetidas se mezclaron y
concentraron por ultrafiltracién utilizando Viva Spin 15R (Sartorius, 2.000 MWCO, Alemania). A
este preparado se lo denomind EPBA.

Hidrolisis de ALA

Una solucion de ALA (1,3 mg/mL) en buffer borato de sodio 0,1 M, pH 9,2 se hidrolizé utilizando
EPBA. La reaccidn se realizd con una relacion enzima sustrato (E/S) de 1,0 UE/mg de ALA durante
30 min a 50 °C. Para detener la reaccién el hidrolizado se incubd 15 min a 95 °Cy a continuacion
se centrifugd a 7.000 g durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, el hidrolizado de ALA (HALA) se
fracciond por ultrafiltracidon utilizando VivaSpin 15R (Sartorius, 2.000 MWCO, Alemania). El
FHALA (5,0 mL) se concentrd utilizando un cartucho Bakerbond spe™ Octadecyl C18 (JT Baker,
USA). Los péptidos se eluyeron con 1,0 mL de solucion 30 % (v/v) de ACN en agua y luego 1,0 mL
de una solucién 100 % (v/v) de ACN en agua. Los dos eluidos se mezclaron y concentraron por
evaporacion al vacio utilizando un equipo Savant SPS1010P1-230 SpeedVac (Thermo Scientific,
USA). La muestra se redisolvié en una solucidon de NaCl 0,5 M en buffer fosfato de potasio 0,2 M
pH 7,0.

Inmovilizacion de ECA-l en NHS-Sepharose 4 Fast Flow

Se colocaron 100 plL de agarosa activada con N-hidroxisuccinimida (NHS-activated Sepharose 4
Fast Flow, GE Healthcare, Suecia) en una mini columna (PierceTM Spin Columns, Thermo
Scientific, USA). La matriz se activé con 1,5 mL de HCI 1 mM (frio) y posteriormente se lavé con
100 pL de una solucién de NaCl 0,5 M en buffer fosfato de potasio 0,2 M, pH 7,5 (buffer de
inmovilizacién, dos veces). Inmediatamente se agregaron 200 uL de ECA-I (0,9 mg/mL) en buffer
de inmovilizacién y se incubd durante toda la noche a 4 °C. Paralelamente, se prepard una
columna de control en la que se sustituyo la solucion de ECA-I por buffer de inmovilizacion para
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descartar péptidos que se retengan por uniones inespecificas. La fraccion no retenida
(sobrenadante) de cada columna se separd por centrifugacion a 1.000 g y 4 °C y se realizaron
seis lavados con 200 uL de buffer de inmovilizacidn. Los grupos reactivos que no reaccionaron
se bloquearon con 200 uL de etanolamina 0,5 M, pH 8,3, 0,5 M NaCl durante dos horas a
temperatura ambiente, con agitacién por rotacién. Finalmente, las columnas se lavaron con 300
pL de una solucién de NaCl 0,5 M en buffer acetato de sodio 0,1 M pH 4,5, alternando con una
solucion de NaCl 0,5 M en buffer Tris HCI 0,1 M, pH 8,5, este paso se repitid tres veces. Las
columnas se almacenaron en etanol al 20 % (v/v) en agua. Se determind el porcentaje de
inmovilizacion en base a la concentracién de proteinas determinada por el método de Bradford
(seccidn 3.1.4)

Purificacién de los péptidos IECA por cromatografia de afinidad

Se aplicaron 100 pL de FHALA a la columna con ECA-I inmovilizada y a la columna de control,
previamente equilibradas en buffer fosfato de potasio 0,2 M pH 7,0, 0,5 M NaCl (buffer de
equilibrio). Luego de incubar toda la noche a 4 °C, se separd el no retenido (NR) por centrifugacion
a 1000 g durante dos min, se lavé con 200 pL buffer de equilibrio (cuatro veces). Los péptidos
retenidos se eluyeron con 100 uL de buffer fosfato de potasio 0,2 M pH 7,0, con NaCl al 1,0 M,
centrifugando a 1000 g por dos minutos, este paso se repitié tres veces.

Identificacion y secuencia de péptidos IECA

Este procedimiento se realizd en el Servicio de Espectrometria de Masas, de la Unidad de
Bioquimica y Protedmica Analiticas, del Instituto Pasteur de Montevideo. Los eluidos de las
columnas, con ECA-l inmovilizada y de control, de la cromatografia de afinidad (seccidn 3.4.3) se
analizaron para identificar los péptidos que se unieron especificamente a la ECA-l inmovilizada.
Las muestras (200 pL) se concentraron por evaporacion del solvente, se resuspendieron en 15 plL
de acido férmico 0,1 % (v/v) y se concentraron utilizando tips de microextraccion C18 Agilent
Bond Elut Omix (Agilent Technologies, USA), se evapordé nuevamente el solvente y se
resuspendieron en acido férmico 0,1 % (v/v). Las muestras se inyectaron en una columna
Poroshell (Agilent Technologies, USA) conectada a un sistema Easy nLC 1000 (Thermo Scientific,
USA) acoplado a un espectrometro de masas en tandem con ionizacién por electrospray (ESI
MS/MS LTQ Thermo Scientific, USA). Las secuencias de los péptidos se identificaron utilizando el
motor de busqueda Mascot en modo de busqueda de ion MS/MS, con tolerancia * 1,5 Da, en
bases de datos publicas y locales (utilizando la secuencia reportada de ALA bovina, UniProtKB -
P00711). Los resultados se compararon con los correspondientes a los eluidos de la columna de
control para descartar los péptidos que se unieron de forma inespecifica.

Sintesis de péptidos inhibidores de ECA-I

Los péptidos identificados se sintetizaron quimicamente por el Servicio de Sintesis de Peptide 2.0
Inc. (Virginia, EEUU). Para confirmar su actividad IECA se determind su ICsp (seccion 3.2.4) y se
realizaron los estudios de cinética de inhibicién que se describen en la seccién 3.4.9.
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Andlisis de los perfiles de RP-HPLC de los péptidos sintéticos

El FHALA preparado para la cromatografia de afinidad y los péptidos sintéticos derivados de ALA
se analizaron utilizando el mismo equipo y condiciones (solventes, flujo, columna y preparacion
de la muestra) que se describieron en la seccién 3.3.3. El gradiente usado fue: de 0 a 60 min,
gradiente lineal de 0 a 60 % de B y de 60 a 70 min, gradiente lineal de 60 a 100 % de B.

Caracterizacién estructural de los péptidos IECA-I identificados

Los parametros fisicoquimicos tedricos de los péptidos IECA-I identificados se calcularon en la
herramienta  ProtParam de la plataforma Expasy (http://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam).

Caracterizacion cinética de los péptidos IECA-I identificados

Para los estudios de cinética de inhibicion se utilizé el sustrato de ECA-I: N-[3-(2-furil) acriloil]-L-
fenilalanilglicilglicina (FAPGG) que permite la medida de la velocidad de reaccion de forma
continua (método cinético). La cinética de inhibicion de ECA-l se estudid monitoreando
espectrofotométricamente la hidrdlisis de FAPGG de acuerdo al método de Buttery & Stuart
(1993) con algunas modificaciones. Se mezclaron 490 uL de FAPGG (disuelto en buffer borato de
sodio 50 mM, pH 8,2, 0,3 M en NaCl) con 10 uL de inhibidor y se preincubdé a 37 °C durante cinco
minutos. La reaccidn se inicid con el agregado de 10 pL de ECA-I stock y se registrd la disminucion
de la Asssem cada 0,1 min durante un tiempo total de diez minutos utilizando un
espectrofotémetro UV-1800 (Shimadzu, Japdén) a 37 °C. La velocidad inicial (vo) de la hidrdlisis
de sustrato se calculé utilizando la porcién lineal de los graficos de Azssnm en funcion del tiempo
utilizando la siguiente ecuacion:

AAsyspm/min X 1 cm
v =
? 0,5343 mM tem™1

[Ecuacion 5]

Donde:
AAs4enm/min = pendiente
0,5343 mM cm!= absortividad de FAPGG (Buttery & Stuart, 1993)

Se determind la v, para concentraciones crecientes de cada uno de los péptidos inhibidores
dejando fijas las concentraciones de ECA-l y sustrato. A partir de los graficos de v, en funcion de
concentracion de inhibidor se establecid el caracter parcial o total de la inhibicidn y una vez que
se establecid el tipo de inhibicidn se determiné la constante de inhibicion (Kj).

Para establecer el tipo de inhibicion de los péptidos se determind la v, de hidrdlisis del sustrato
para diferentes concentraciones de sustrato en ausencia de inhibidor y en presencia de
diferentes concentraciones de este. Los pardmetros cinéticos de ECA-I en la hidrélisis de FAPGG
(Km Yy Vimax) en ausencia de inhibidor y los pardmetros cinéticos aparentes en presencia de las
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diferentes concentraciones de inhibidor se determinaron a partir del ajuste lineal de los graficos
de [S]/vo en funcidn [S] (graficos de Hanes Woolf). Las K; se calcularon a partir de regresion lineal
de los gréficos de [S]/v, versus concentracion de inhibidor (graficos de Cornish-Bowden). Para los
graficos y los ajustes se utilizé el programa OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, Northampton,
USA).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Hidrdlisis de proteinas de LS con PepBA

Como se detalld en el marco tedrico, el LS bovino presenta dos proteinas principales (ALA y BLG)
gue contienen potenciales secuencias de péptidos IECA que pueden ser liberadas por protedlisis.
Comenzamos este trabajo con el estudio de la reaccidn de hidrélisis de las proteinas de LS con
PepBA.

Las peptidasas de PepBA se caracterizaron (Vallés et al., 2007) y se seleccionaron para este
trabajo debido a que presentan caracteristicas adecuadas para la produccidn de hidrolizados de
proteinas de LS. Estas peptidasas tienen una especificidad de corte amplia, semejante a la de
papaina, que posibilitaria una extensa degradacion de diferentes sustratos. Esto es
particularmente importante cuando se busca obtener péptidos IECA, debido a que son de
tamafio molecular muy pequefio (menor a 2,0 kDa). PepBA tiene una importante actividad
proteolitica que aumenta con la temperatura llegando a su valor maximo a 63 °C y un perfil de
actividad amplio en funciéon del pH (pH 5 a 9). De acuerdo a estas propiedades, tanto el pH como
la temperatura de reaccién pueden ser manejados con flexibilidad para optimizar la reaccién de
hidrdlisis. Estos datos corresponden a una caracterizacion realizada utilizando caseina como
sustrato, y debido a que las proteinas del LS tienen caracteristicas estructurales diferentes, las
mejores condiciones para la hidrolisis pueden diferir. Por este motivo, en primer lugar, se estudié
la reaccidn de hidrdlisis de las proteinas del LS con PepBA.

Se evalud el efecto de diferentes condiciones de reaccion (relacidon enzima/sustrato, temperatura
y pH) para lograr la degradacion de las proteinas del LS de manera de obtener un hidrolizado rico
en péptidos pequefios (menores a 15 residuos de aminoacido). Se evalué cémo afectaban el pH
y la temperatura de reaccion en la selectividad de PepBA por ALA y BLG en la hidrélisis del LS con
el objetivo de seleccionar las condiciones de hidrdlisis que favorecieran la hidrdlisis simultdnea
de ambas proteinas. Se estudié el efecto del pH en la cinética de degradacion de ALA y BLG con
PepBA para relacionar los efectos estudiados con los parametros cinéticos de PepBA.

Efecto de las condiciones de reaccion en la hidrélisis del LS

El efecto de diferentes factores que afectan la reaccidn de hidrélisis se evaluaron a través del DH,
es decir el porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados respecto al total de enlaces peptidicos
del sustrato. A partir del DH, es posible estimar el tamafio promedio de los péptidos del
hidrolizado.

4.1.1.1 Efecto de la relacion enzima/sustrato

De acuerdo a estudios previos (Vallés et al., 2007), en la zona de pH de alta actividad caseinolitica
de PepBA, se destacan pH 6 y 9 como valores de pH en los que la actividad fue maxima. Para
evaluar el efecto de la relacién enzima/sustrato (E/S) en el DH se seleccionaron los pH 6,0 y 9,2
a unatemperatura de reaccion de 30° C. Las caracteristicas del preparado enzimatico (viscosidad,
solubilidad y concentracion) permitieron aumentar la cantidad de enzima hasta una relacién E/S
maxima de 1,0 UE/mg de proteina sustrato.
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Los resultados mostraron que la degradacion de las proteinas del LS fue mas rapida y mas extensa
con el aumento de la relacién E/S (FIGURA 11). Sin embargo, el comportamiento fue diferente a
los dos pH ensayados. Como se puede observar en la FIGURA 11 y de acuerdo al resultado del
analisis de varianza (ANOVA), a pH 6,0 las diferencias fueron significativas solamente entre los
valores extremos de relacién E/S (0,2 y 1,0; FIGURA 11A). Por el contrario, a pH 9,2 el DH fue
significativamente diferente para todas las relaciones E/S ensayadas (FIGURA 11B).

Se puede observar que la reaccién de hidrolisis a pH 9,2 (FIGURA 11B) alcanzé valores de DH mas
altos que a pH 6,0 (FIGURA 11A). Los valores maximos de DH se alcanzaron a E/S 1,0 y 120 min de
reaccién en las dos condiciones de pH. Cuando la reaccién ocurrié a pH 6,0 el DH maximo fue del
4,2 + 0,3 % mientras que cuando ocurrié a pH 9,2 el DH maximo fue del 6,2 + 0,1 %. Teniendo en
cuenta que la actividad caseinolitica de PepBA es mayor (20 %) a pH 6,0 que a pH 9,2 (Vallés et
al., 2007), es posible que la degradacion de las proteinas del LS se vea favorecida a pH 9,2 debido
a cambios en la estructura de las proteinas de este sustrato. Sobre este aspecto se profundizara
mas adelante en este capitulo («Efecto del pH»).

Debido a que los péptidos de interés tienen un tamafio menor a diez residuos y los mas potentes
son di o tripéptidos, es conveniente que el DH sea del orden de 10 % con lo que el tamafio
promedio de cadena peptidica sera de diez residuos. A partir de los valores de DH calculados fue
posible estimar la longitud promedio de cadena peptidica (PCL) aplicando la relacion propuesta
por Adler-Nissen (1986, citado en Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008), definida como:

PCL 100 [E [6n 6]
= ——— |Ecuacion
DH (%)
De acuerdo a esto, el largo de cadena peptidica promedio para el hidrolizado realizado a pH 6,0
y 30 °C fue de 25 residuos mientras que para el realizado a pH 9,2 y 30 °C fue de 17 residuos.
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FIGURA 11. Curvas de hidrdlisis de LS con PepBA a 30 °C realizadas utilizando diferente relacion enzima-sustrato (E/S=
0,2,0,5y1,0U/mg) a pH 6,0 (A)y apH9,2 (B).

4.1.1.2 Efecto de la temperatura

El efecto de latemperatura en el DH de los hidrolizados de LS se estudié a pH 6,0y pH 9,2 dejando
fija la relacién E/S en 1,0 UE/mg de proteina. Los resultados mostraron una clara dependencia
del proceso de hidrdlisis con la temperatura, observandose un gran incremento en la velocidad
de reaccion y del DH alcanzado cuando la reaccién ocurrié a 50 °C tanto para las reacciones a pH
6,0 como a pH 9,2 (FIGURA 12). Ademas del efecto favorable de la temperatura en la velocidad de
catdlisis, para la hidrdlisis proteica, el aumento de la temperatura puede alterar la estructura del
sustrato (aumentando su flexibilidad, exponiendo sitios de corte para la enzima no accesibles en

la estructura nativa del sustrato) de forma de volverlo mas accesible para la enzima.

Muchas veces la temperatura necesaria para el desplegamiento del sustrato no es compatible
con la las condiciones de estabilidad de las enzimas y es necesario realizar la desnaturalizacién
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previa del sustrato. En este sentido, resulta un beneficio extra el empleo de un preparado
enzimatico termoestable y con actividad maxima a alta temperatura, como es el caso de PepBA.
La temperatura maxima de hidrdlisis utilizada en este estudio fue 50 °C, ya que las proteinas del
LS se desnaturalizan a temperaturas mayores a 60 °C conduciendo a la formacidn irreversible de
agregados (deWit & Klarenbeek, 1984) que podrian dificultar la reaccidn de hidrélisis.
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FIGURA 12. Curvas de hidrdlisis de LS con PepBA (E/S = 1,0 UE/mg) a diferentes temperaturas (30, 40y 50 °C) a pH 6,0
(A)y pH 9,2 (B).

Para todas las temperaturas ensayadas se observd que a pH 9,2 la cinética de la reaccion de
hidrdlisis fue mas répida (FIGURA 12B) que a pH 6,0 (FIGURA 12A). Independientemente del pH,
cuando la reaccion se realizé a 50 °C se llegd a un valor maximo de DH del 12 %. A pH 9,2 este
valor de DH se alcanzoé a los 60 min de hidrdlisis. A temperaturas menores (30 °Cy 40 °C), cuando
la hidrdlisis se realizd a pH 6,0 se alcanzd DH maximos inferiores que a pH 9,2 (DH=4,2 £ 0,3 y
6,3 + 0,2 % respectivamente), sefalando la importancia de la combinacién de estos dos

parametros.
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Se ha demostrado que la temperatura de desnaturalizaciéon de ALA y BLG varia en funcion del pH.
La desnaturalizacion de ALA, requiere la disociacion del Ca?* la cual ocurre a pH menor a 4,0 o
mayor a 9,0 y a temperatura mayor que 50°C (Boye et al., 1997). Para BLG la temperatura de
desnaturalizacién a pH 6,0 es de 80 °C pero disminuye a 57 °C cuando el pH de la solucién es 9,0
(Haug, Skar, Vegarud, Langsrud, & Draget, 2009). Teniendo esto en cuenta, la combinacion de pH
9,2 y 50 °C favoreceria la desnaturalizacidon de las dos proteinas principales del LS. Estas
condiciones podrian resultar mas favorables para la hidrdlisis y explicaria el aumento del DH
observado.

El DH mdaximo de 12 % alcanzado a los 60 min de reacciéon a pH 9,2 y a los 120 min a pH 6,0,
corresponde a un hidrolizado con péptidos de largo de cadena promedio estimado de 8,3
residuos. En estas condiciones, el largo de cadena promedio de los péptidos presentes en el
hidrolizado seria menor a 10 residuos, configurando un hidrolizado rico en péptidos de tamafio
menor a 1000 Da y una potencial fuente de los péptidos de interés.

4.1.1.3 Efecto del pH

Debido al marcado efecto de la temperatura en la hidrélisis, el efecto del pH se evalud a 50 °C, la
temperatura a la que se registré mayor hidrélisis del LS. Como se puede ver en la FIGURA 13A, las
hidrélisis realizadas a pH 6,0; 7,0 y pH 9,2 alcanzaron un valor de DH final cercano al 12 % sin
embargo la velocidad de reaccion aumentdé con el pH (FIGURA 13B). Como se menciond
anteriormente, PepBA presentd una actividad caseinolitica superior a pH 6,0 respecto a pH 9,0
(Vallés et al., 2007). En todas las condiciones ensayadas en este trabajo se obtuvo mayor DH
cuando la hidrélisis de LS fue realizada a pH 9,2 respecto a pH 6,0. Teniendo en cuenta que las
caseinas son proteinas que carecen de estructuras secundaras bien definidas y se las considera
proteinas “desplegadas” (Thorn, Ecroyd, Carver, & Holt, 2015), el efecto del pH en la estructura
del sustrato quedaria minimizado. En cambio las proteinas del LS, como ya se explicé
anteriormente, presentan una estructura altamente dependiente del pH lo que podria explicar

este comportamiento.
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FIGURA 13. Curvas de hidrdlisis (A) y de velocidad inicial de hidrdlisis (B) para hidrdlisis de LS con PepBA (E/S= 1,0
UE/mg) y 50 °C a diferentes valores de pH de reaccion.

Un efecto similar, se observd en la hidrdlisis de proteinas de LS con tripsina (Cheison, Leeb, Toro-
Sierra, & Kulozik, 2011), quimotripsina (Lisak, Toro-Sierra, Kulozik, Bozanié¢, & Cheison, 2013) y
proteasa acida A (Cheison, Bor, Faraj, & Kulozik, 2012). En estos estudios, se observé que el DH
aumenta con la temperatura pero, a partir de 50 ° C en general disminuye. Esto se explicd por
los autores como un aumento de la accesibilidad de los sustratos proteicos debido a que a
disminuye su estabilidad y se afecta su estructura facilitando la unidn con la enzima. En todos los
casos se observé que el pH afectd la velocidad de degradacién y selecciona cual de las proteinas
mayoritarias se hidrolizé preferencialmente. Un estudio de optimizacién de la hidrolisis de las
proteinas de LS realizado con actinidina, en el que se evalud la degradacion de ALA y BLG por
electroforesis, mostré que el efecto de la temperatura fue altamente dependiente del pH
(Vazquez-Lara, Tello-Solis, Gomez-Ruiz, Garcia-Garibay, & Rodriguez-Serrano, 2003).
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Efecto del pH y la temperatura en la susceptibilidad a la hidrdlisis de las proteinas del LS

El DH es un parametro que evalla en forma global el alcance de la reaccidn de hidrdlisis y permite
estimar el tamafio promedio de los péptidos del hidrolizado. Mediante electroforesis, es posible
evaluar el efecto de las condiciones de reaccién en la degradacién de cada proteina del LS y
observar si ocurre la degradacion preferencial de alguna de ellas. A su vez, correlacionando los
porcentajes de proteina intacta con el DH, es posible evidenciar las condiciones que ayudan a la
desnaturalizacion de las proteinas sustrato y favorecen su hidrélisis.

4.1.2.1 Efecto del pH en la hidrdlisis de ALA y BLG

Se puede observar en la FIGURA 14 que el perfil electroforético de los hidrolizados de LS
preparados a 50 °C fue muy diferente segln el pH al cual se realizd la reaccion de hidrélisis. A pH
4,5 y 6,0 se observad la hidrélisis preferencial de ALA respecto a BLG (FIGURA 14A y B). ApH 6,0 la
hidrélisis de ambas proteinas fue mas lenta que a pH 4,5. La banda de ALA se redujo casi
completamente (quedando menos del 15 % de ALA intacta luego de 60 min de hidrdlisis a ambos
pHs) mientras que la banda de BLG se redujo parcialmente (BLG intacta=54 % apH 6,0y 21 % a
pH 4,5 a los 120 min de hidrdlisis). Un efecto similar se observé en la hidrdlisis de aislado de
proteinas de LS a pH acido y temperatura mayor a 40 °C con actinidina (Vazquez-Lara et al., 2003)
y con cardosina A (Barros & Xavier Malcata, 2004) como se detalla en la TABLA 4.

Cuando la reaccién ocurrié a pH 7,0 o 9,2 tanto ALA como BLG se degradaron a niveles
semejantes, pero a pH 9,2 la disminucién de las bandas de ambas proteinas fue mas répida que
para pH 7,0 (FIGURA 14Cy 14D). Como se puede observar en la FIGURA 14D, cuando la hidrdlisis se
realizd a pH 9,2 se produjo la desaparicidn de las bandas correspondientes a ALA y BLG intactas
a partir de los 30 min de reaccién. Un comportamiento similar se observd en la hidrélisis de LS
realizada con tripsina en condiciones de pH y temperatura «no dptimas» donde se logré la
desaparicion de ALA y BLG intactas en 10 min de hidrdlisis (Cheison et al., 2011). También en
hidrolizados de LS con peptidasas de Bacillus licheniformis a pH 9,0 y 40 °C se obtuvo la
desaparicion completa de ALA y BLG intactas en 33 min de hidrélisis (Butré, Sforza, Wierenga, &
Gruppen, 2015). Con otras peptidasas vegetales como cardosina A (Barros & Xavier Malcata,
2004) y actinidina (Vazquez-Lara et al., 2003) se obtuvo la degradacion preferencial de ALA
respecto a BLG a pH acido (pH 4- 5,7) y temperatura mayor a 40 °C. Los detalles se muestran en
la TABLA 4 y se comparan con los resultados obtenidos en este trabajo.
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TABLA 4. Hidrdlisis de proteinas de LS con diferentes peptidasas y condiciones de reaccion.

Condiciones Condiciones de Proteina
«Optimas» hidrélisis remanente DH
Sustrato Peptidasa ] T ] T Tiempo ALA BLG (%) Referencia
g P o ming ) (%)
8,5 50 5 7,99 0 3,90
WPI (9,4 e (Cheison et
%) Tripsina 78 37 78 37 45 4503 0 694 41 2011)
7,8 50 10 0 0 5,69
Bacillus 9,0 40 33 0 0 4,5 (Butré et al.,
WPI (19
(1%) licheniformis 8,0 60 2015)
8,0 40 45 40 0 4,5
Ls oier
queseria Cardosina A 5,7 37 5,2 55 120 0 100 ND
(0,5 %) Malcata,
; 2004)
WPI 7,3- 4,0 41,6 120 10,9 56,9 ND Vv -L
: (0.5 Actinidina 3 60 (Vazquez-Lara
%) 7,6 568 50 120 11,5 758 ND  etal,2003)
4,5 50 60 51 32,9 6,7
LS (0,9 9,2 50 15 10,4 3,5 8,4 .
! PepBA 5-9 63 ’ ! ’ ! Este trab
%) P 92 50 30 3,7 0 101 orerravae
9,2 50 120 0 0 13,0

WPI= aislado de proteinas de LS; ND= no determinado. La concentracidon de los sustratos esta expresada como
porcentaje de proteina total (p/v).

En todos los trabajos resumidos en la TABLA 4 se utilizaron condiciones de pH/temperatura de
hidrolisis diferentes a las consideradas «dptimas» para la peptidasa PepBA, obteniéndose un
menor porcentaje de ALA o BLG intacta cuando las condiciones favorecen la desnaturalizacion
de cada sustrato.
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FIGURA 14. Tricine-SDS PAGE de hidrolizados de LS tomados a diferentes tiempos de reaccion a E/S 1y 50 °C. A: Hidrolizado a pH 4,5 durante 0, 5, 15, 30, 60 y 120 min (carriles 1-
6); estandar ALA y BLG (carril 7); marcador de masa molecular (MWM, carril 8). B: Hidrolizado pH 6,0 durante 0, 5, 15, 30, 60 y 120 min (carriles 1-6); estandar ALA y BLG (carril
7); MWM (carril 8). C: estandar ALA (carril 1); estandar BLG (carril 2); libre (carril 3); marcador MWM (carril 4); hidrolizado a pH 7,0 durante 0, 5 15, 30 y 120 min (carriles 5-9).

D: Estandar ALA y BLG (carril 1); MWM (carril 2); hidrolizado a pH 9,2 durante 0, 5, 15, 30 y 120 min (carriles 3-7).
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Mas alla del conocido efecto de las condiciones del medio en la actividad de las enzimas, en el
caso de las peptidasas, las condiciones también afectan el acceso a los sitios de corte y modifican
la flexibilidad de la estructura del sustrato. Para que el sustrato se adapte a la estereoquimica del
sitio activo y forme el estado de transicion que finalmente conducird al clivaje del enlace
peptidico, la cadena polipeptidica local del sustrato normalmente sufre un desplegado de hasta
12 residuos. Generalmente, esto es muy dificil en las proteinas globulares lo que explica su
resistencia a la protedlisis en su estructura nativa. De todas formas, existen porciones de la
estructura de las proteinas globulares, conocidos como sitios de protedlisis limitada, que
presentan una estructura mas flexible permitiendo el clivaje (Fontana et al., 2004). Cuando la
velocidad de desnaturalizacidn del sustrato es mds lenta que la velocidad de hidrélisis del enlace
peptidico, cada molécula de sustrato se hidrolizard hasta obtener los productos finales (se
clivaran todos los enlaces peptidicos posibles del sustrato). Este mecanismo de hidrélisis se
conoce como mecanismo de «uno a uno». En el otro extremo, cuando la proteina sustrato tiene
una velocidad de desnaturalizacion rapida, la enzima la degradard rapidamente a productos
intermedios que posteriormente seran degradados hasta los productos finales (mecanismo «de
cremallera»).

En el caso particular de las proteinas del LS existe evidencia de su resistencia a la hidrolisis en
condiciones nativas debido a su estructura globular poco flexible (O’Mahony & Fox, 2013).

Comparando como cambia el porcentaje de proteina intacta en funcion del DH, se puede tener
una primera aproximacion al conocimiento del mecanismo de hidrélisis. A su vez, podemos
evaluar si el mecanismo de hidrélisis de ALA y BLG cambia dependiendo del pH al cual se preparé
el hidrolizado.

Cuando la hidrdlisis se realizé a pH 4,5, PePBA degradd preferencialmente a ALA respecto a BLG
y a los péptidos intermedios producto de la hidrdlisis de las proteinas intactas. Esto se hizo
evidente debido a la rapida disminucion de ALA intacta con el aumento del DH, hasta llegar a la
desaparicion completa de ALA intacta cuando el hidrolizado presenté un DH de 7 % (FIGURA 15A).
En cambio, la variacion de BLG intacta con el DH fue mas gradual y parcial, quedando 20 % de
BLG intacta en el hidrolizado. Debido a que la actividad caseinolitica de PepBA a este pH es baja,
es posible que este comportamiento se deba a que ALA presenta una estructura mas susceptible
a la hidrdlisis en esas condiciones. ALA presenta cambios estructurales en funcién del pH y a pH
4,5 se encuentra en una estructura conocida como «molten globule», una conformacién de ALA
que facilitaria su degradacién por PepBA. En estas condiciones ALA podria degradarse siguiendo
un mecanismo mixto que se ha denominado mecanismo «semi cremallera» (Adje et al., 2013)
debido a que el sustrato se encuentra en una conformacién en la que se mantienen los elementos
de estructura secundaria pero la estructura terciaria es mucho menos rigida facilitando la
adaptacion al sitio activo y su clivaje.
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FIGURA 15. Variacion de los porcentajes de ALA y BLG intacta en funcidn del DH (%) para las reacciones de hidrdlisis
delLSa50°CypH4,5(A); pH 6,0 (B); pH 7,0 (C) y pH 9,2 (D).

Variacion de proteina intacta vs DH a pH 6,0

Los resultados correspondientes a la hidrdlisis de LS realizada a pH 6,0 mostraron una hidrélisis
preferencial de los péptidos intermedios respecto a las proteinas intactas (FIGURA 15B). En
comparacion con lo que ocurrid a pH 4,5 se registraron valores de DH mas altos pero la proteina
intacta disminuyé mas lentamente. En el caso de ALA se logré la desaparicion de la proteina
intacta mientras que para BLG esta solo se redujo un 50 % para el hidrolizado de LS con un DH
final del 12 %. Los resultados sugirieron que PepBA tiene menor acceso a las proteinas intactas
del LS en estas condiciones probablemente debido a que las proteinas del LS se encuentran en
una estructura menos favorable para ser digeridas. En estas condiciones la hidrdlisis de ALA
respecto a BLG fue mas favorable. BLG fue dificil de hidrolizar probablemente debido a la
estructura o estado de agregacion que presenta a pH 6,0. En estas condiciones es posible que el
mecanismo de hidrélisis predominante fuese el «<uno a uno». Debido a que existiria una muy baja
concentracion de moléculas de ALA desnaturalizadas, susceptibles a ser hidrolizadas, las
moléculas de sustrato se hidrolizarian hasta obtener los productos finales, no se observaron
péptidos intermedios y una fraccion de la proteina quedo intacta.
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Para evaluar si los resultados obtenidos a pH 6,0 pueden atribuirse a una estructura de las
proteinas de LS menos accesible se realizaron hidrdlisis de LS a pH 6,0 en condiciones
desnaturalizantes (en presencia de SDS 3,0 %). Como se puede observar en la FIGURA 16, tanto el
DH como el perfil electroforético cambian notoriamente cuando la hidrdlisis se realizd en
presencia de SDS. El DH se duplica (FIGURA 16A) y las bandas correspondientes a ALA y BLG
desaparecen completamente (FIGURA 16B) en el hidrolizado preparado en condiciones
desnaturalizantes en comparacién con el LS nativo. Esto podria explicar las diferencias en el
comportamiento de la actividad en funcién al pH observado para PepBA cuando el sustrato es

caseina o LS.
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FIGURA 16. (A) Evoluciéon del DH en funcién del tiempo de reaccién del hidrolizado de LS preparado a pH 6,0, E/S= 0,5
y 50 °C; en ausencia de SDS (-SDS) y en presencia de SDS 3% (p/v). (B) Tricine SDS-PAGE de alicuotas de hidrolizados
de LS en ausencia de SDS tomadas a tiempo 0 y 60 min, y en presencia de SDS 3% (p/v) tomadas a tiempo 0%, 30* y

60*min.

Cuando la hidrdlisis se realizé a pH 7,0 se observé un comportamiento similar para ambas
proteinas. La disminucion de proteina intacta con el aumento del DH, fue lenta. Quedando el 20
% de ALA y BLG intacta en el hidrolizado con DH de 9 %. Los hidrolizados a pH 7,0 mostraron una
degradacion parcial tanto de ALA como de BLG (FIGURA 15C). Este comportamiento podria indicar
un mecanismo de «uno a uno», donde la proteina intacta decae lentamente con el aumento del
DH debido a que los péptidos intermedios son preferidos por la peptidasa debido a la dificultad

de clivar a la proteina intacta.

Los resultados de la hidrélisis a pH 9,2 mostraron la desaparicion total de la proteina intacta tanto

para ALA como BLG (FIGURA 15D), siendo esta ultima degradada mas rapidamente que la primera.

Cuando se alcanzo un DH del 8% quedaba el 10 % de ALA intacta y 0 % de BLG intacta (Figura

15D) indicando que en estas condiciones se favorecié la degradacion de las proteinas intactas. A

pesar de esto también se observé la degradacién de los péptidos intermedios debido a que el DH
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continué aumentando luego de la desapariciéon de las bandas de ALA y BLG intactas. La
desaparicion de BLG intacta se logrd cuando el DH fue del 10 % mientras que para ALA esto
ocurrié cuando el DH fue del 14 %. A este pH ambas proteinas presentaron una estructura que
favorecié su degradaciéon y el mecanismo de hidrélisis predominante podria ser el «de
cremallera» o «semi-cremallera».

Las proteinas mayoritarias de LS sufren cambios estructurales, en funcion de las propiedades del
medio, que pueden afectar su susceptibilidad a la hidrdlisis. B-LG presenta diferentes estados de
asociacion molecular en funcién del pH. A baja temperatura y pH menor a 3,5 se encuentra en
forma monomérica estable, en el rango de pH de 3,7 a 5,1 se forman agregados de dos moléculas,
estos dimeros a su vez se asocian en al rango de pH 5,1 a 7,5 formando octameros y a pH superior
a 7,5 los octameros se disocian a mondmeros. A temperatura mayor a 40 °C los dimeros se
disocian a mondémeros. También se ha establecido que la ALA bovina sufre una transicién a un
estado mas desordenado a pH 8,5 (Redington, Breydo, Almehdar, Redwan, & Uversky, 2016) que
favorece su desnaturalizacion y facilitaria la degradacion de la proteina intacta.

4.1.2.2 Efecto de la temperatura en la hidrdlisis de ALA 'y BLG

Se evalud el efecto de la temperatura en la susceptibilidad a la hidrdlisis de las proteinas del LS a
pH 9,2 por ser el pH en el que se obtuvo la digestidén simultanea de las dos proteinas mayoritarias
del LS a 50 °C. El aumento de la temperatura de hidrdlisis causd el incremento del DH como se
indicé en la seccién 3.1.1.2 y como se puede ver en la FIGURA 17 ademas favorecio la degradacion
de ALA y BLG. Los resultados mostrados revelaron que fue necesaria la combinacién de pH 9,2 y
50 °C para lograr la degradacién casi completa de ALA intacta (FIGURA 17C), mientras que la
desaparicion de BLG intacta ya fue lograda a los 40 °C (FIGURA 17B).
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FIGURA 17. Tricine-SDS PAGE alicuotas tomados a diferentes tiempos de reaccion de hidrolizados de LS a E/S= 1y pH
9,2 preparados a diferentes temperaturas; (A) 30 °C(B) 40 °Cy (C) 50 °C.
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A 37 °C, ALA y BLG son resistentes a la hidrdlisis por actinidina (pH 5,5; 7,0 y 8,5) y papaina (pH
7,0) aunque la caseina se hidrolizd en esas mismas condiciones (Chalabi, Khademi, Yarani, &
Mostafaie, 2014). Lieske & Konrad (1996), demostraron que al hidrolizar un aislado de proteinas
de LS con papaina a 43 °C se obtienen diferentes resultados dependiendo del pH. A pH 3,5 se
logra la hidrdlisis total de ALA, mientras que a pH 8,0 la degradacion de BLG es total y sin embargo
cuando la reaccién ocurre a pH 6,0 se obtiene una degradacién parcial de ambas proteinas.

La degradacion de BLG a pH 9,2 fue mas extensa comparada con ALA a las tres temperaturas
ensayadas. La variacion del porcentaje de BLG intacta en funcién del DH mostré una rapida caida
sugiriendo que BLG presentd una estructura sensible a la degradacion proteolitica (FIGURA 18)
gue podria seguir un mecanismo de cremallera, especialmente a 50 °C (FIGURA 18C). Para ALA la
variacion de proteina intacta en funcién del DH cambidé francamente con la temperatura. Cuando
la hidrélisis del LS se realizé a 30 °C ALA fue resistente a la hidrdlisis (FIGURA 18 A), mientras que
a 40 °C se registré una leve disminucion de ALA intacta con el aumento del DH (FIGURA 18B)
indicando la dificultad para su hidrolisis a esa temperatura y sugiriendo un mecanismo de «de
uno a uno». Cuando la hidrélisis de LS se realizé combinando pH 9,2 y 50 °C la desaparicién de

ambas proteinas intactas fue completa y cayé rdpidamente con el aumento del DH como ya se
explicé en la seccién 4.1.2.1.
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FIGURA 18. Proporcion de proteina ALA y BLG intactas en funcion del DH para las reacciones de hidrdlisis a
pH 9,2 y temperatura 30 °C (A); 40 °C (B) y 50 °C (C).
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Cinética de degradacién de ALA y BLG aisladas

Como se analizé en la seccién anterior, la efectividad de hidrdlisis de las proteinas del LS con
PepBA a 50 °C fue evidente y dependiente del pH de reaccion. Para analizar el efecto del pH en
la cinética de hidrdlisis de las proteinas mayoritarias del LS, se determinaron los parametros
cinéticos de PepBA para las hidrdlisis de ALA y BLG aisladas. Se seleccionaron tres valores de pH
(pH 4,5; 7,5y 9,2) en los cuales se sabe que cambia el estado de asociacidn y/o estructura de ALA
y BLG. Paralelamente se realizaron los mismos estudios con papaina, la enzima modelo de la
familia C1A de peptidasas cisteinicas, con el fin de comparar los resultados obtenidos.

Como se puede apreciar en la FIGURA 19 Y 20 los graficos de velocidad inicial en funcion de la
concentraciéon de sustrato (ALA y BLG respectivamente) se ajustaron a una hipérbola
confirmando una cinética de Michaelis y Menten. A partir del ajuste de los graficos a la ecuacidn
de Michaelis y Menten (se muestran en el Apéndice 1) se calcularon los pardmetros cinéticos
aparentes de PepBA y papaina para la hidrélisis de ALA y BLG a los pH ensayados (TABLA 5).

4.1.3.1 Degradacion de ALA

ALA se hidrolizé por ambas enzimas a los tres pH ensayados (FIGURA 19). PepBA (FIGURA 19A)
mostré un comportamiento cinético dependiente del pH a diferencia de lo observado para la
papaina (FIGURA 19B).

PepBA fue mas eficiente en la degradacién de ALA cuando la reaccién ocurrié a pH 4,5y 9,2 ya
que presento los valores de (kcat/Km)ap mas altos (TABLA 5). En la reaccidén a pH 4,5 la eficiencia
fue elevada debido al bajo valor de Km ap indicando una mayor afinidad de PepBA por ALA a ese
pH. Este hecho aportd otro elemento para pensar que a pH 4,5 ALA fue mas accesible para la
unioén al sitio activo debido a su estructura a pH acido. En cambio, la eficiencia elevada a pH 9,2
se debid al aumento de keat ap indicando una mayor velocidad de reaccidn de hidrélisis. Esto es
coherente con el hecho de que los grupos tiol presentan una mayor reactividad a pH alcalino que
favoreceria el ataque nucleofilico del ion tiolato de la cisteina catalitica al carbonilo del enlace
peptidico de acuerdo al mecanismo de las peptidasas cisteinicas.
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FIGURA 19. Cinética de degradacion de ALA a 50 °Cy diferente pH de reaccién con (A) PepBA y (B) papaina.
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TABLA 5. Pardmetros cinéticos aparentes de PepBA y papaina para la hidrdlisis de ALA y BLG a diferentes pHy 50
°C.

Sustrato Enzima pH Kmap (M) Keatap (s2) (keat/Km)ap (s M)
4,5 (7,21 +4,08)x 10 0,95+ 0,11 (2,06 + 1,31)x 10°
ALA PepBA 7,5 (2,10 £ 0,22)x 10°* 2,0140,13 (9,75 + 1,65)x 10°
9,2 (1,78 + 0,42)x 10°* 2,17+0,18 (1,32 £ 0,42)x 10°
4,5 (3,93 + 1,21)x 10°* 1,38 0,22 (4,05 + 1,80)x 10°
ALA Papaina 7,5 (3,53 + 0,20)x 10°* 1,07 £0,03 (3,04 £ 0,24)x 10°
9,2 (2,73 £0,75)x 10" 1,14+ 0,13 (4,64 + 1,74)x 10°
7,5 (3,64 +1,56)x 10 1,97 £0,53 (7,40 + 4,63)x 10°
BLG PepBA
9,2 (3,43+0,64)x 10 5,39+0,49 (1,66 +0,45)x 10*
7,5 (3,06 +0,68)x 10* 0,88 £ 0,09 (3,09 +£0,99)x 10°
BLG Papaina
9,2 (2,78 £ 0,29)x 10* 1,13+ 0,08 (4,16 £ 0,72)x 10°

4.1.3.2 Degradacion de BLG

No se detectaron velocidades de degradacién apreciables de BLG a pH 4,5 con ninguna de las dos
peptidasas ensayadas mostrando una clara diferencia respecto a la hidrdlisis de ALA (datos no
mostrados). Para ambas enzimas la degradacién de BLG es mds rapida a pH 9,2 respecto a pH 7,5
(FIGURA 20). Como se describié en el marco tedrico, BLG sufre cambios de estado de agregacion
en funcién del pH y la temperatura. En el rango de pH comprendido entre pH 3,5 y 5,1 la
formacidén de octameros de BLG se ve favorecida. Esto podria explicar el hecho de que, ninguna
de las dos peptidasas ensayadas tenga una velocidad de degradacién de BLG detectable a pH 4,5.

La afinidad de PepBA y papaina por BLG fue comparable cuando la reaccién ocurriapH 7,5y a
pH 9,2. La constante catalitica de ambas peptidasas aumentd a pH 9,2 respecto a pH 7,5 como
ocurrio en la hidrélisis se ALA (TABLA 5).

Las concentraciones tipicas de ALA y BLG en el LS son 1,3 mg/mL (9,0 x 10° M)y 3,3 mg/mL (1,8
x 10 M) respectivamente. De acuerdo a los valores de K, q determinados se observa que,
independientemente del pH de reaccion, las concentraciones normales de ALA y BLG en el LS no
son concentraciones de saturacidon para PepBA ni para papaina. En consecuencia, si se quisiera
trabajar en condiciones de V,,4x deberiamos trabajar con concentrados de LS.

La eficiencia catalitica de PepBA, evaluada con el parametro k¢q; ¢/ Ky op, fue mayor a pH 9,2
para ambos sustratos. Esto es muy importante cuando se quiere hidrolizar LS ya que se lograria
la hidrodlisis eficiente de ALA y BLG al mismo pH. Para papaina ocurrié lo mismo, pero la eficiencia
de hidrdlisis de ALA y BLG fue menor en comparacién a la registrada para PepBA.
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FIGURA 20. Cinética de degradacion de BLG a 50 °C y diferente pH de reaccion con (A) PepBA y (B) papaina.

No se han reportado muchos estudios de cinética de degradacion de proteinas con peptidasas
de plantas. En la TABLA 6, se resumen algunos valores de parametros cinéticos de peptidasas de
plantas publicados.
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TABLA 6. Parametros cinéticos para la hidrdlisis sustratos proteicos con peptidasas de plantas obtenidas en otros
estudios.

kcat/Km

(Ms) Referencia

Peptidasa Sustrato (L) pH Km (M) Keat (s%)

(Homaei, Sajedi,
Papaina Caseina 25 7,5 6,2x107 4,5x10° 2,6 x10* Sariri, Seyfzadeh,

& Stevanato, 2010)

(Ahmad, Shamim,

Bromelaina de Caseina 25 7,0 1,3x10* 11,7 9,0 x 10* Hag, & Khan,
tallo 2007)
Caseina 40 8,0 53x10° 10,0 1,9x 103 (Xue et al., 2010)
a Caseina 55 7,2 1,1x10* 1,5x 101 1,4 x 103

(Lo Piero, Puglisi, &

T , -4 3
Actinidina B Caseina 55 7,2 1,5x 10 1,3 8,5x 10 Petrone, 2011)

k Caseina 55 7,2 1,3x 103 1,2x 101 9,2 x 10!
(Queiroz, Faro, &

. % , -7 6
Cardosina A+ B K Caseina 30 64 1,6 x10 1,0 6,5x10 Pires, 1993)
ALA 55 5,2 3,9x10° 1,0x 101 2,6 x 103
ALA 55 6,0 8,0 x 10°® 6,0 x 1073 7,5 x 102
Cardosina A**
BLG 55 5,2  3,1x10* 2,0x103 6,0
BLG 55 60 7,3x10* 0 0 (Barros & Malcata,
ALA 55 52 3,8x10° 1,6 x 103 4,2 x 10? 2002)
Cardosina B** ALA 55 6,0 2,0x10° 8,4 x 102 4,2 x 103
BLG 55 5,2 3,1x10% 7,0x 1073 2,3x 10!
BLG 55 6,0 4,7 x 10° 3,0x 1073 6,4 x 10?

Comparando los datos mostrados en la TABLA 6 con los resultados obtenidos para PepBA (TABLA
5), se puede observar que los pardmetros cinéticos son en general mejores cuando el sustrato es
caseina, especialmente para papaina. PepBA y papaina una mejor eficiencia catalitica para la
hidrélisis de ALA y BLG que cardosina Ay B de acuerdo al estudio de Barros & Malcata (2002).

61



Resultados y Discusion

4.2 Caracterizacion de los hidrolizados de proteinas de LS
Grado de hidrdlisis

Se prepararon hidrolizados de LS y sus proteinas mayoritarias por separado en condiciones de
protedlisis que favorecieron la formacién de un producto con alto contenido de péptidos con
masa menor a 3,0 kDa. De acuerdo a los resultados mostrados en el capitulo anterior, los
hidrolizados fueron preparados con PepBA utilizando una relacién E/S=1,0 UE/mg, a pH 9,2 y 50
°C.

Los resultados indicaron que en las condiciones de hidrdlisis seleccionadas el grado de hidrdlisis
alcanzado dependid del tiempo de reaccién y del sustrato (FIGURA 21). En la hidrdlisis de ALA
purificada se alcanzé un DH méaximo del 17 % a los 40 min, mientras que para BLG aislada fue del
30 % y para LS fue del 13 % a los 120 min. Debido a que la relacion E/S (U/mg proteina sustrato)
fue la misma en los tres casos, los resultados indicaron que ALA y BLG se hidrolizaron en mayor
grado cuando fueron la Unica especie a hidrolizar. Si bien en el ALA y BLG son las proteinas
mayoritarias del LS, durante la hidrélisis también estaban presentes otras proteinas y otros
componentes del LS y/o de PepBA (sales, lipidos, carbohidratos, etc.) que de alguna manera
hicieran que el grado de hidrolisis fuese menor.

= HALA
O HBLG

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

FIGURA 21. Grado de hidrdlisis de ALA, BLG y LS con PepBA (E/S=1,0 U/mg) a pH 9,2 y 50 °C.

Los resultados indicaron que las peptidasas de B. antiacantha en las condiciones ensayadas son
efectivas para producir péptidos de tamano menor a 3000 Da. Los perfiles electroforéticos y
densitogramas, de los hidrolizados de LS (FIGURA 22 A), ALA (FIGURA 22 B) y BLG (FIGURA 22 C),
muestran una disminucidon importante en el tamafio de las bandas correspondientes a ALA y BLG
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intactas y la aparicion de péptidos de masa molecular menor de 3,0 kDa en el transcurso de la
reaccion de hidrdlisis (FIGURA 22, A-C).
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FIGURA 22. Tricine SDS-PAGE vy los densitogramas correspondientes de hidrolizados de: LS (A); ALA (B) y BLG (C) con
PepBA (E/S=1,0 U/mg) a pH 9,2, 50 °Cy diferentes tiempos de reaccion. M = marcador de masa molecular Ultra-Low
Range: 26,6 kDa (1), 17,0 kDa (2), 14,2 kDa (3), 6,5 kDa (4), 3,496 kDa (5) y 1,06 kDa (6).

Otras peptidasas cisteinicas se han utilizado para hidrolizar LS. La papaina degradé
preferencialmente BLG respecto a ALA, en 90 min a pH 8,0 y 43 °C (Lieske & Konrad, 1996). En
otro trabajo en el que se hidrolizd LS con papaina a pH 7,0 pero a 70 °C, luego de 15 min se logré
la desaparicién de la inmunorreactividad de ALA y BLG evidenciando la degradaciéon de ambas
proteinas (Pefas et al., 2006). Posiblemente el aumento de la temperatura de la reaccién hizo
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gue ALA fuese hidrolizada. Las peptidasas de B hieronymi son capaces de hacer desaparecer a la
ALA intacta en 30 min a pH 6,5, incluso a baja temperatura mientras que para BLG la desaparicion
fue parcial y sélo ocurrié a 50 °C (Bruno et al., 2010). La desestabilizacién de la estructura de ALA
nativa inducida por el secuestro de Ca?*, causado por el EDTA 0,5 mM presente en el medio de
reaccidén, podria ser el motivo por el cual ALA se hidrolice preferencialmente en estas
condiciones.

Evaluacion de la actividad IECA-I in vitro

4.2.2.1 Evolucion de la actividad IECA-I en funcion del tiempo de hidrdlisis

Se estudié la evolucion de la actividad IECA-I de las fracciones de los hidrolizados de LS, ALA 'y
BLG en funcidn del tiempo de hidrdlisis.

Los hidrolizados se ultrafiltraron para obtener fracciones menos complejas, libres de péptidos
mayores a 3 kDa, proteinas no hidrolizadas y enzimas. Se obtuvieron fracciones enriquecidas en
moléculas de tamaio mayor a 3,0 kDa (las que se denominaron concentrados) y fracciones con
moléculas de tamafo menor a 3,0 kDa (las que se denominaron filtrados) en las que se esperaba
encontrar péptidos IECA-I.

El tiempo de hidrdlisis necesario para obtener la mayor actividad IECA se determind en base al
coeficiente de efectividad de inhibicidn (CEl). Comparado los CEl de los concentrados y filtrados
de cada hidrolizado, se evalué la efectividad del paso de ultrafiltracion (UF) para enriquecer las
fracciones en los péptidos de interés.

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de PepBA para liberar secuencias con
actividad IECA encriptadas en las proteinas del LS (TABLA 7). Tanto los concentrados de HLS (CHLS)
como los filtrados de HLS (FHLS) obtenidos a 30 min de hidrélisis presentaron una importante
actividad IECA (93 y 83 % respectivamente). Las fracciones correspondientes a hidrolizados
obtenidos a tiempos mayores mostraron poco cambio de la actividad inhibitoria, como en el CHLS
y el concentrado de HALA (CHALA), o esta presentd diferencias no significativas como en el FHLS,
el filtrado de HALA (FHALA), el concentrados de HBLG (CHBLG) y el filtrado de HBLG (FHBLG). Este
resultado es importante debido a que generalmente los tiempos de hidrdlisis reportados para
lograr porcentajes de inhibicion de esta magnitud son mucho mayores. Abubakar, Saito,
Kitazawa, Kawai, & Itoh (1998) obtuvieron hidrolizados de LS de queso con actividad IECA entre
57 y 96 % utilizando diferentes peptidasas digestivas, proteinasa K y actinasa F como resultado
de hidrdlisis durante 24 h. También se obtuvieron hidrolizados de aislado de LS® con actividad
IECA de 91 %y 77 % (Silvestre et al., 2012) luego de 5 h de hidrélisis con pancreatina y papaina,
respectivamente.

3 Traduccién del inglés de WPI (whey protein isolate)
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TABLA 7. Evolucién de la actividad inhibitoria de ECA (IECA) y de la concentracidn peptidica con el tiempo de
hidrolisis de fracciones obtenidas por ultrafiltraciéon con membranas Amicon Ultra (Corte 3 kDa) de hidrolizados
de LS (9,8 mg/mL), ALA (1,3 mg/mL) y BLG (3,3 mg/mL) respectivamente. Los valores con el mismo superindice
no presentan diferencias significativas.

Fraccién Tiempo (min) IECA (%) Concentracion peptidica* (mM)
CHLS 0 4,60 + 0,04 1,300 + 0,006
CHLS 30 93,00 + 0,04 1,400 + 0,017f
CHLS 60 87,00 + 0,08 1,400 + 0,005f
CHLS 120 84,00+ 0,15 1,400 + 0,001
FHLS 0 0,75+0,75 0,160 + 0,004
FHLS 30 89,00 + 0,05? 0,530 + 0,008
FHLS 60 92,00 + 0,40? 0,700 * 0,0098
FHLS 120 93,00 + 0,35? 0,710 + 0,004¢#
CHALA 0 46,00 + 2,50 1,100 + 0,005
CHALA 30 67,00+ 0,10 0,610 +0,0004
CHALA 60 86,00 + 0,50° 0,540 + 0,0005
CHALA 120 82,00 + 0,50° 0,480 + 0,003
FHALA 0 2,50 +0,50 0,072 +0,001"
FHALA 30 100,00 +0,10¢ 0,071 +0,001"
FHALA 60 96,00 + 2,50° 0,130 + 0,002
FHALA 120 100,00 + 6,00° 0,160+ 0,001
CHBLG 0 0 1,400 + 0,003
CHBLG 30 82,00+ 0,20 1,500 + 0,003
CHBLG 60 80,00 + 0,05¢ 1,200 £ 0,023
CHBLG 120 100,00 + 0,50¢ 1,400 + 0,001
FHBLG 0 0 0,053 + 0,001
FHBLG 30 94,00 + 0,05 0,095 + 0,002
FHBLG 60 100,00 + 0,06¢ 0,300 £ 0,001
FHBLG 120 100,00 + 0,05¢ 0,450 £ 0,001

*Concentracion de la fraccion en el ensayo de actividad IECA. CHLS= concentrado de hidrolizado de LS; FHLS= filtrado de
hidrolizado de LS; CHALA= concentrado de hidrolizado de ALA; FHALA= filtrado de hidrolizado de ALA; CHBLG= concentrado
de hidrolizado de BLG; FHBLG= filtrado de hidrolizado de BLG

A tiempo cero la actividad IECA fue nula para las fracciones del hidrolizado de BLG. Mientras que
para LS y ALA presentaron una actividad IECA inicial medible pero la hidrélisis con PepBA produjo
un aumento notorio de la actividad IECA. Esto fue especialmente importante en las fracciones de
los hidrolizados de tamafio menor a 3 kDa. Por ejemplo, en el FHLS correspondiente al HLS
obtenido a 30 min de hidrdlisis la actividad IECA fue del 89 %, mientras que para el
correspondiente al HLS obtenido a tiempo cero fue de 0,75 %. La actividad IECA que presentd la
muestra inicial pudo deberse a péptidos generados rapidamente a partir de ALA debido a que
las peptidasas no fueron inmediatamente inactivadas. De todas formas, el incremento de la
actividad IECA a 30 min de agregado de PepBA demostro la produccion de péptidos IECA con el
avance de la hidrdlisis de las proteinas del LS.
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4.2.2.2 Coeficiente de eficiencia de inhibicion

Teniendo en cuenta la concentracion peptidica de las fracciones fue posible estimar la potencia
de cada fraccion a través del CEl. En la FIGURA 23 se puede ver claramente que todos los filtrados
presentaron CEl mas altos que los concentrados correspondientes, resultando fracciones mas
potentes y haciendo evidente el beneficio del paso de UF. Esto es coherente con el hecho de que
los péptidos IECA mas efectivos son aquellos de tamafio pequefio, principalmente di o tri
péptidos (Hong et al., 2008).
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FIGURA 23. Evolucion del coeficiente de eficiencia de inhibicién (CEl) con el tiempo de hidrélisis de las fracciones
obtenidas por ultrafiltracién con membranas Amicon Ultra (Corte 3 kDa) de hidrolizados de LS (9,8 mg/mL), ALA (1,3
mg/mL) y BLG (3,3 mg/mL) respectivamente.

Los filtrados correspondientes a los hidrolizados obtenidos a 30 min de reaccién fueron los que
presentan mayor diferencia de CEl respecto a sus concentrados y fueron las fracciones mas
potentes. Se registraron CEl 2,5, 12 y 18 veces mayores para los filtrados respecto a los
concentrados correspondientes a los hidrolizados de LS, ALA y BLG respectivamente. El FHALA
fue el que registrd el mayor CEl (1,4 x 103 % IECA/mM), seguido de FHBLG (9,9 x 10%> % IECA/mM)
y FHLS (1,7 x 102 % IECA/mM). Debido a que el CEl del FHALA fue 1,4 veces mayor que el del
FHBLG es posible que PepBA fuera capaz de liberar secuencias activas mas potentes o en mayor
abundancia a partir de ALA que de BLG. Por otra parte, BLG y ALA son las proteinas mayoritarias
del LS (80 %) vy sus hidrolizados presentaron actividad IECA por lo que es probable que la mayor
parte de los péptidos responsables de la actividad IECA del HLS provengan de estas proteinas. El
CEIl del FHLS fue 8,2 veces menor que el del FHALA lo cual es razonable si se considera que ALA
generaria péptidos mas potentes que BLG pero al mismo tiempo ALA representa solo el 20 % de
las proteinas del LS mientras que BLG el 60 %.
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A partir de los 30 min de hidrdlisis se registré6 un leve aumento de la actividad IECA
concomitantemente con el aumento de la concentracion peptidica resultando en la disminucidn
del CEl para las fracciones de los hidrolizados obtenidos a 60 y 120 min de reaccidn. Es probable
que con el avance de la reaccidn se hayan generado péptidos sin actividad inhibitoria en una
proporcién desfavorable respecto a los péptidos inhibidores (CEI menor) que no pudo mejorarse
con el proceso de UF realizado o que se hayan degradado los péptidos con actividad IECA
producidos inicialmente.

Determinado el tiempo de hidrdlisis en el que se obtuvo el mejor CEl, se evalué el empleo de UF
por membranas de menor tamafio de corte con el objetivo de mejorar el CEl. Se comparé el
desempeiio de membranas de celulosa de corte en 2,0 kDa (Vivaspin 15R, Sartorius) respecto a
las de corte en 3,0 kDa (Amicon Ultra-4, Millipore) (Figura 24 y TABLA 8).

1600

[ Amicon 3 kDa
7 Vivaspin 2 kDa

CEI (% IECA/mM)

-

FHALA CHALA FHBLG CHBLG FHLS CHLS

FIGURA 24. Coeficiente de eficiencia de inhibicion (CEI) de fracciones de HLS, HALA e HBLG obtenidas por UF por
membranas de corte en 3 kDa (Amicon Ultra-4) y 2 kDa (Vivaspin 15R).
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TABLA 8. Comparacion de los CEl de fracciones de hidrolizados de LS; ALA y BLG con diferentes membranas de

UF.

Sistema Fraccidon IECA (%) COT}(;::/'t?:.I)én* (% IECAC/ErlnM eq)
FHALA 99,9+0,1 10,071+ 0,001 1,4x103
CHALA 66,6 £ 0,1 0,611+ 0,001 1,1x102

AMICON ULTRA-  FHBLG 94,0+0,1 0,095 +0,002 9,9 x 107

4 (3,0kDa) CHBLG 81,81+0,3 1,497 £0,003 5,5x10!
FHLS 88,8+0,7 0,529 + 0,008 1,7 x10?
CHLS 93,3+1,2 1,361+0,017 6,9x10!
FHALA 45+6 0,040+ 0,001 1,1x103
CHALA 83+2 0,450+ 0,022 1,8 x10?

VIVASPIN 15 R FHBLG 58 +2 0,090+ 0,001 6,4 x 10?

(2,0 kDa) CHBLG 87+4 1,030+0,008 8,4 x10?
FHLS 80+1 0,210+ 0,001 3,8 x 10?
CHLS 93+6 0,910+ 0,007 1,0x 102

*Concentracion de la fraccion en el ensayo de actividad IECA

Para las fracciones de HLS, los mejores resultados se obtuvieron con la membrana de corte en 2
kDa. Como era esperado, el filtrado que contiene péptidos de tamafio menor a 2 kDa presentd
un mayor CEL. Si bien, en el concentrado se conservé actividad IECA, esta fue despreciable debido
a que el coeficiente de efectividad fue casi cuatro veces menor evidenciando que la fraccidn
estaba poco enriquecida en péptidos IECA-I.

Relacion dosis-respuesta de las fracciones con actividad IECA-I

Para evaluar la potencia de inhibicién de las muestras y la efectividad del paso de UF (Vivaspin
15R, 2 kDa) se estudio la relacidn dosis respuesta de los hidrolizados sin fraccionar y de los
filtrados. En todos los casos (FIGURAS 25-27), se observd una relacion dosis-respuesta entre la
concentracion peptidica y la capacidad de inhibir a ECA-I.
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FIGURA 25. Relacidon dosis-respuesta de la actividad IECA (%) en funcion de la concentracion de HLS y FHLS.
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FIGURA 26. Relacion dosis-respuesta de la actividad IECA (%) en funcidon de la concentracion de HALA y FHALA.
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FIGURA 27. Relacion dosis-respuesta de la actividad IECA (%) en funcidn de la concentracién de HBLG y FHBLG.

Para todas las muestras los filtrados presentaron valores de ICs5, menores que los
correspondientes a los hidrolizados sin fraccionar (TABLA 9), confirmando que se produjeron
péptidos IECA con tamafio molecular menor a 2 kDa. La efectividad del proceso de UF para

obtener fracciones mas enriquecidas en los péptidos de interés fue confirmada.

TABLA 9. Concentracion inhibitoria del 50 % de la actividad IECA-I (ICs,) de hidrolizados sin fraccionar y filtrados
de hidrolizados de LS, ALA y BLG.

Muestra ICsq (mg/mL)

HLS (3,1+0,1)x10?
FHLS (3,6 +0,2) x 102
HALA (1,1+0,2) x 10
FHALA (2,0 £0,4) x 103
HBLG (5,8+2,8)x10?
FHBLG (1,2+0,2) x 102

HLS= hidrolizado de LS; FHLS= filtrado de HLS; HALA= hidrolizado de ALA; FHALA= filtrado de HALA; HBLG=
hidrolizado de BLG; FHBLG= filtrado de HBLG

Los valores de ICs, obtenidos indicaron que los hidrolizados de proteinas de LS presentaron
elevada potencia. De acuerdo a los datos publicados sobre los valores de ICs, de hidrolizados de
proteinas lacteas obtenidos con otras peptidasas de plantas (TABLA 10) la potencia de los
hidrolizados obtenidos en este trabajo fue destacable. Los valores fueron del mismo orden al
obtenido por Tavares et al. (2011) para un hidrolizado de concentrado de proteinas de LS
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(fraccién menor a 3 kDa) preparado en siete horas empleando un extracto crudo de flor de cardo
(Cynara cardunculus). En nuestro caso, el hidrolizado de LS con un extracto de frutos maduros de
Bromelia antiacantha, fue preparado en 30 minutos. El corto tiempo de hidrdlisis puede ser un
factor muy favorable desde el punto de vista econédmico para la produccidn industrial del
hidrolizado. Se confirmd la capacidad de PepBA para liberar péptidos IECA-I encriptados en las
secuencias de ALA y BLG. Los valores de ICs, obtenidos del filtrado de HALA marcaron la
presencia de péptidos mas potentes o una menor proporcién de péptidos que no presentaron
actividad inhibitoria respecto a los péptidos IECA-I.

TABLA 10. IC5, de hidrolizados de proteinas lacteas con peptidasas de plantas.

Sustrato Peptidasa ICs (mg/mL) Referencia
Corrons, Bertucci, Liggieri, Lopez, &

Leche bovina Pomiferina (serin 16 Bruno, 2012

peptidasa de latex de Bertucci, Liggieri, Colombo, Vairo
Suero de queso Macula pomifera) 0,53 Cavalli, & Bruno, 2015
Caseina 1,72 Corrons, Liggieri, Trejo, & Bruno, 2017
BLG Serin-Peptidasa de 0,625°
WPI-80 Cucurbita ficifolia 0,800°? Babij, et al., 2014
WPC - Kerrylac 750 Papaina 0,175 Silvestre, et al., 2012

Extracto crudo de
WPC Cynara cardunculus 0,024 Tavares, et al., 2011
@Valor correspondiente a una fraccion purificada por RP-HPLC a partir del hidrolizado.
bValor correspondiente a |a fraccién del hidrolizado de masa molecular menor a 3,0 kDa.
WPC= concentrado de proteinas de LS; WPI= aislado de proteinas de LS

Caracterizacion de los perfiles peptidicos

Utilizando cromatografia de exclusion molecular (SEC) fue posible evaluar la complejidad y
estimar la distribucidn de tamafios de los componentes de los hidrolizados y de las fracciones de
UF obtenidas a partir de ellos. Los cromatogramas del HLS, HALA, HBLG y de sus fracciones de UF
se muestran en la FIGURA 28. A partir de la calibracién de la columna con estandares (ver Apéndice
2), se establecié que el rango de comportamiento lineal entre el tiempo de retencidon (Tg) y el log
de la masa molecular fue de 200 a 3000 Da (Tg= 37,5 min — 22,5 min). De acuerdo a esto, se
dividié el cromatograma en cinco fracciones (F1-F5) que comprendieron diferentes rangos de
tamafio molecular. La fraccion F1 (Tr > 22,5 min) correspondié a componentes de tamafio mayor
a 3000 Da; F2 (Trentre 22,5 y 24,5 min) entre 3000 y 2000 Da; F3 (Tr entre 24,5 y 31,6 min) entre
2000y 600 Da; F4 (Tgr entre 31,6 y 37,5 min) entre 600 y 200 Da y F5 (Tg> 37,5 min) menor a 200
Da.
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FIGURA 28. SEC en columna Superdex Peptide 10/300 GL de hidrolizados de proteinas de LS, ALA y BLG y las correspondientes fracciones de UF (UF) con membranas de corte en
2,0 kDa (Vivaspin 15R). Los hidrolizados fueron preparados con PepBA a pH 9,2 y 50 °C durante 30 min. (A) HLS sin fraccionar, concentrado de UF (CHLS) y filtrado de UF (FHLS);
(B) HALA sin fraccionar, concentrado de UF (CHALA) y filtrado de UF (FHALA); HBLG sin fraccionar, concentrado de UF (CHBLG) y filtrado de UF (FHBLG).
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Como se puede apreciar en los cromatogramas (FIGURA 28) todos los hidrolizados presentaron
componentes en los cinco rangos de tamafio molecular reflejando su complejidad. Para los
filtrados de UF se observaron componentes de tamafio menor a 2000 Da como era esperado. En
los concentrados de UF ademds de los componentes de tamafio mayor a 2000 Da se observo la
presencia de componentes en el rango de tamafio de 600 a 2000 Da que no fueron
completamente transferidos a los filtrados. La presencia de péptidos menores a 2000 Da, fue
esperable para un proceso de UF, y posiblemente fueron los responsables de la actividad IECA
con bajo CEl detectada en estas fracciones (seccion 3.2.2.2.).

Los perfiles de HLS y HBLG (FIGURA 28 A y C respectivamente) fueron muy parecidos en las
fracciones F2-F5 seguramente porque BLG es la proteina mayoritaria del LS (50 % de abundancia).
El perfil del HALA (FIGURA 28 B) presentd diferencias apreciables respecto al perfil del HBLG en las
fracciones F1 y F3. Las diferencias en la fraccion de mayor tamafio (F1) observada en ambos
hidrolizados de las proteinas mayoritarias del LS puede deberse a que la degradacién de ALA y
BLG en el contexto del LS presente una cinética diferente que cuando estas proteinas se
hidrolizan aisladas.

Para estimar la distribucidon de tamafios de los hidrolizados se calculé el area de cada zona del
cromatograma correspondiente a las fracciones F1 a F5 y el resultado se expresé como
porcentaje respecto al drea total del cromatograma. Los resultados se muestran en la FIGURA 29.
El HLS (FIGURA 29 A) presenté un 84 % de componentes de tamafo menor a 2000 Da dentro de
los cuales el 24 % correspondid a un rango de tamafo compatible con di o tripéptidos (fraccion
F4). En el FHLS el porcentaje de la fraccidon F4 fue del 31,7 % configurando una muestra con alto
porcentaje de componentes con tamafio molecular en el rango de los péptidos IECA mas
potentes.

Para el HALA el porcentaje de los componentes de tamafio menor a 2000 Da fue del 48 % (FIGURA
29B), indicando que este hidrolizado tuvo una considerable proporcion de péptidos de tamafio
mayor a 2000 Da o proteinas sin hidrolizar que es coherente con los perfiles electroforéticos del
HALA (FIGURA 22B) donde se observd ALA intacta remanente aun a los 120 min de hidrélisis. En
este caso resultdé especialmente adecuado el empleo de UF para el enriquecimiento de la
muestra en la fraccion peptidica del tamafo de interés. Como se puede observar en la FIGURA
29B, los componentes de las fracciones F4 y F5 representaron el 9y 8 % del HALA mientras que
en el FHALA fueron el 51 y 31 % indicando un alto enriquecimientos del FHALA en estos
componentes.
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FIGURA 29. Distribucién de tamafios de hidrolizados y fracciones de UF analizadas por SEC HPLC (columna Superdex Peptide 10/300 GL). Para cada muestra se realizo el perfil
peptidico calculando el porcentaje del drea de cada fraccidn del cromatograma (F1-F5) en relacidn al area total del cromatograma. (A) HLS, CHLS y FHLS; (B) HALA, CHALA y
FHALA,; (C) HBLS, CHBLS y FHBLG. La fraccién F1 (Tr < 22,5 min) componentes de tamafio mayora 3000 Da; F2 (Tr entre 22,5 y 24,5 min) entre 3000 y 2000 Da; F3 (Tr entre 24,5y
31,6 min) entre 2000 y 600 Da; F4 (Tr entre 31,6 y 37,5 min) entre 600 y 200 Da y F5 (Tr> 37,5 min) menores a 200 Da.
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Asi mismo el valor de ICso del FHALA es un orden de magnitud menor que el del HALA
evidenciando el enriquecimiento del FHALA a nivel de los péptidos de interés.

HBLG fue el hidrolizado que presenté el mas alto contenido de componentes menores a 2000 Da
(97 %), esto coincide con lo observado en el perfil electroforético del HBLG (FIGURA 22C) donde
se evidencié una degradacion extensa de BLG, desapareciendo la banda de BLG intacta desde los
tiempos iniciales de la hidrdlisis. En este caso, el valor de ICso del FHBLG respecto al del HBLG
aumenté en menor medida que los correspondientes a ALA, seguramente debido a que ambas
fracciones estaban enriquecidas en péptidos de tamafio menor a 2000 Da. Las fracciones F4y F5
presentaron porcentajes semejantes tanto en el HBLG como en el FHBLG.

4.2.5 Digestién gastrointestinal in vitro de fracciones peptidicas con actividad IECA-I

Las fracciones FHLS, FHALA o FHBLG se sometieron a un proceso enzimatico en dos etapas con
pepsina y la mezcla de tripsina y quimotripsina, para simular el proceso de digestion
gastrointestinal antes de ser absorbidas en el intestino. Los resultados mostraron que el FHLS fue
resistente al proceso de digestidn in vitro o hubo una digestién que no fue relevante debido a
gue no se observaron cambios en el porcentaje de inhibicién de ECA-I entre la muestra sometida
a la simulacién de digestion gastrointestinal y el control (FIGURA 30). En el caso del FHALA y del
FHBLG, la actividad IECA-lI aumento levemente luego de la digestion gastrointestinal simulada en
comparacion con el control (FIGURA 30).
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FIGURA 30. Actividad IECA-I (%) luego de la simulacidn de digestion gastrointestinal de FHALA, FHBLG y FHLS. Para
cada muestra se realizd paralelamente un control en el que no se utilizaron las enzimas gastrointestinales.

Los resultados mostraron que el proceso de digestién gastrointestinal simulado no afecté la
actividad IECA-I de los filtrados significativamente. Se han descripto tres tipos de péptidos
inhibidores de ECA-I: los que son verdaderos inhibidores, los sustratos de ECA-I (que pueden
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competir con los sustratos fisiolégicos y pueden tener una baja actividad IECA-I) y que son del
tipo prodroga, es decir que contienen secuencias activas que pueden ser liberadas por las
enzimas gastrointestinales o la ECA-l (lwaniak, Minkiewicz, & Darewicz, 2014). Debido a la
complejidad demostrada de estas fracciones es posible que el efecto de las enzimas
gastrointestinales pueda generar nuevas secuencias que IECA-1 a partir de péptidos del tipo
prodroga ademads de aportar nuevas secuencias que puedan actuar como sustratos de ECA-I.
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4.3 Evaluacion de diferentes estrategias para la separacion de péptidos IECA-I de
hidrolizados de proteinas de LS

La purificacion de los péptidos responsables de la actividad IECA-I inicialmente fue abordada
utilizando las estrategias clasicas de purificaciéon de péptidos. Como primer paso se evalud la
cromatografia de exclusion molecular (SEC) debido a la evidencia de la relacién entre el tamafio
molecular y la actividad IECA-I. También se explord la purificaciéon en base a las diferencias de
hidrofobicidad de los péptidos utilizando fraccionamiento por extraccién en fase sélida y RP-
HPLC. Las diferentes estrategias abordadas y los resultados obtenidos se muestran y discuten a

continuacion.

4.3.1 Cromatografia de exclusion molecular

4.3.1.1 Purificacion de péptidos IECA-I a partir de HLS

El FHLS del hidrolizado de 30 min se fraccioné por SEC utilizando una columna de Sephadex G-
25. El cromatograma obtenido (FIGURA 31) mostré una composicion compleja, revelando la amplia
distribucién de tamafios de los componentes del filtrado del hidrolizado. Las fracciones de
diferentes zonas del cromatograma se combinaron formando ocho pooles que se describen en
la TABLA 11. La actividad IECA-I (%) de todos los pooles se evalud y se detecté actividad en todos
excepto en el pool F. Los valores mas altos de actividad IECA-I (%) y CEl se obtuvieron en los
pooles A, B, Dy H (mayor al 92 % y mayor a 5000 %/mM respectivamente).
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FIGURA 31. SEC en columna Sephadex G-25 (270 mm de largo y 180 mm DI) de FHLS (5x), se inyectd 0,5 mL de muestra,
el flujo fue de 0,5 mL/min. Fracciones de 0,5 mL. Fase movil: ACN 30 %(v/v), TFA 0,1 % (v/v) en agua Milli Q. En
columnas se muestra la actividad IECA-I (%) de pooles de fracciones.
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Tabla 11.Actividad IECA-I de pooles de fracciones de SEC en columna Sephadex G-25 de FHLS.
Pool Fracciones IECA-I (%) Concentracion (mM)* CEl (%/mM)
A 44-49 98+2,9 (9,2+0,5) x 102 1,1 x103
B 50-52 98 +5,3 (1,2+0,2)x10* 8,2 x 10?
C 57-58 78 £24 (1,1+0,1)x 10* 7,1x 10°
D 67-74 92+1,3 (9,5+0,9) x 102 9,7 x10?
E 75-76 23+6,2 (8,6 £2,0) x 102 2,7 x10?
F 81-83 0,8+0,8 (9,4 +1,0)x 102 9,0
G 85-87 42+15 (1,2+0,2)x10? 3,4 x 10?
-2 3
H 90-94 100 +3,9 (5,0+0,2)x 10 2,0x10
* Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I.

El perfil peptidico de los pooles que presentaron mayor actividad IECA-1 (pooles A, B, C, Dy H) se
analizé por SEC-HPLC utilizando la columna Superdex Peptide como se describié en la seccién
3.2.4 (FIGURA 32). En los cromatogramas de todos los pooles, excepto el pool C, se detectaron
picos que correspondieron a componentes de tamafio menor a 200 Da (TABLA 12). Posiblemente,
no se logré una distribucion de estos componentes de acuerdo a su tamafo debido a la
abundancia y/o a la formacion de agregados de mayor masa molecular favorecido por la alta
concentracion en la muestra. En las condiciones de la SEC-HPLC en la columna Superdex Peptide
las muestras fueron menos complejas y el sistema mas eficiente, logrdndose su elucién en un
tiempo de retencidon (TR) diferente al de los componentes de mayor masa molecular.

TABLA 12. Perfiles de tamafio de los picos detectados en SEC-HPLC en columna Superdex de los pooles de SEC en

columna Sephadex G-25.

Pool Pico TR (min) Tamario (Da)

A Al 29,10 2000-600
A2; A3y A4 43,99; 44,47 y 45,32 <200

B Bl 31,81 600-200
B2 40,74 <200

C C1 33,04 600-200

b D1 33,28 600-200
D2y D3 37,15; 40,07 <200

H H1 34,91 600-200
H2; H3; H4y H5 38,83;40,57; 42,43 y 45,19 <200
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FIGURA 32. SEC-HPLC en columna Superdex Peptide de los pooles A, B, CD y H de las fracciones de la SEC en la columna

Sephadex G-25.
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Para analizar la composicién peptidica de las muestras se realizé un analisis por espectrometria
de masas de los pooles A, B, D y H. El andlisis de los espectros de masas MALDI-TOF de los pooles
de fracciones de SEC en columna Sephadex G-25 (Anexo 1) reveld la presencia de 30 masas en el
pool A, 31 en el Pool B, 16 en el pool Dy 30 en el pool H. Ademas, de estas masas se encontraron
en mas de un pool como se muestra en la TABLA 13.

Tabla 13. Masas de los fragmentos que se encontraron en mas de un pool de la SEC en columna Sephadex G-25.
Pooles* Masa (Da)
A B 616,9; 1001,3 y 1195,37
A B D 1587,45y 1636,5
A D 1244,49
A D H 927,3
B D H 759,2
B H 1282,37
D H 616,9; 621,9 y 1076,99
*Pooles en los que se encontré el o los fragmentos especificados

Las masas obtenidas por espectrometria MALDI-TOF de los pooles A, B, D y H se compararon con
las correspondientes secuencias de ALA y BLG (UniProtKB/Swiss-Prot, numero de acceso: P00711
y P02754 respectivamente) utilizando la herramienta FindPept con cortes inespecificos y una
tolerancia de diferencia de masas de + 0,2 Da. Las masas y secuencias posibles para los péptidos
presentes en los pooles analizados se muestran en la TABLA 14.

TABLA 14. Secuencias peptidicas tedricas de los péptidos presentes en los pooles A, B, D y H de SEC en Sephadex
G-25 de FHLS identificadas en la secuencia precursora de ALA (P00711) y BLG (P02754), con numeracion
correspondiente a la proteina madura. La comparacion de masas experimentales y tedricas fue realizada
seleccionando una tolerancia de diferencia de masas de + 0,2 Da.
Pool A
Masa experimental Masa tedrica A masa (Da) Secuencia tedrica Posicion
822,1901 822,355 0,164 (D)DLTDDIM(C) ALA f103-109
822,1901 822,366 0,176 (L)CSEKLDQ(W) ALA f130-136
916,302 916,468 0,165 (G)INYWLAH(K) ALA f120-126
916,302 916,473 0,171 (F)KIDALNEN(K) BLG f 99-106
916,302 916,473 0,171 (K)IDALNENK(V) BLG f 100-107
916,302 916,492 0,190 (Q)CLVRTPEV(D) BLG f 137-144
927,2992 927,384 0,085 (T)FHTSGYDT(Q) ALA f 50-57
927,2992 927,384 0,085 (T)TFHTSGYD(T) ALA f 49-56
949,282 949,466 0,183 EQLTKCEV(F) ALA f 20-27
984,307 984,457 0,149 (N)PHSSNICNI(S) ALA f 86-94
1.040,338 1.040,391 0,053 (D)DDLTDDIMC(V) ALA f102-110
1.040,338 1.040,427 0,089 (D)DLTDDIMCV(K) ALA f 103-111
1.129,370 1.129,480 0,109 (C)TTFHTSGYDT(Q) ALA f 48-57
1.131,357 1.131,441 0,084 (V)CTTFHTSGYD(T) ALA f47-56
1.244,4883 1.244,496 0,008 (W)CKDDQNPHSSN(1) ALA f 80-90
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1.244,4883 1.244,562 0,073 (VJAGTWYSLAMAAS(D) BLG f 32-43
1.305,439 1.305,563 0,123 (C)MENSAEPEQSLA(C) BLG f 123-134
1.305,439 1.305,589 0,150 (L)LQKWENGECAQ(K) BLG f 74-84
1.305,439 1.305,626 0,186 (K)WENGECAQKKI(I) BLG f 77-87
1.305,439 1.305,632 0,193 (R)LSFNPTQLEEQ(C) BLG f 165-175
1.305,439 1.305,635 0,196 (L)AMAASDISLLDAQ(S) BLG f 39-51
1.448,465 1.448,651 0,185 (L)ACQCLVRTPEVDD(E) BLG f 134-146
Pool B
Masa experimental Masa tedrica A masa (Da) Secuencia tedrica Posicién
683,264 683,413 0,148 (K)KYLLF(C) BLG f117-121
712,228 712,333 0,105 (N)ISCDKF(L) ALA f94-99
712,228 712,333 0,105 (1)SCDKFL(D) ALA f95-100
712,228 712,381 0,153 (L)KALPMH(I) BLG f 157-162
759,255% 759,425 0,169 (D)ISLLDAQ(S) BLG f 45-51
759,255% 759,443 0,188 (K)ALKALPM(H) BLG f 155-161
781,231 781,402 0,171 (T)KCEVFR(E) ALA f 24-29
781,231 781,340 0,108 (Y)SLAMAASD(I) BLG f 37-44
781,231 781,340 0,108 (L)AMAASDIS(L) BLG f 39-46
803,228 803,383 0,155 (NNYWLAH(K) ALAf121-126
803,228 803,389 0,161 (I)DALNENK(V) BLG f 101-107
822,190? 822,355 0,164 (D)DLTDDIM(C) ALA f 103-109
822,190? 822,366 0,176 (L)CSEKLDQ(W) ALA f130-136
846,266 846,457 0,190 (D)ISLLDAQS(A) BLG f 45-52
867,245 867,373 0,128 (C)DKFLDDD(L) ALA f97-103
887,283 887,404 0,120 (P)HSSNICNI(S) ALA f 87-94
887,283 887,458 0,175 (D)TQAIVQNN(D) ALAf57-64
887,283 887,397 0,113 (G)TWYSLAM(A) BLG f 34-40
887,283 887,399 0,116 (T)PEVDDEAL(E) BLG f 142-149
916,287 916,468 0,180 (G)INYWLAH(K) ALA f 120-126
916,287 916,473 0,186 (F)KIDALNEN(K) BLG f 99-106
916,287 916,473 0,186 (K)IDALNENK(V) BLG f 100-107
919,200 919,389 0,189 (P)EVDDEALE(K) BLG f 143-150
979,296 979,412 0,115 (F)HTSGYDTQA(!) ALA f 51-59
981,271 981,456 0,184 (Y)SLAMAASDIS(L) BLG f 37-46
1.003,311 1.003,484 0,173 (L)LQKWENGE(C) BLG f 74-81
1.024,292 1.024,433 0,140 (D)DLTDDIMCV(K) ALAf103-111
1.045,305 1.045,447 0,142 (N)NDSTEYGLF(Q) ALA f 64-72
1.045,305 1.045,480 0,174 (E)NSAEPEQSLA(C) BLG f 125-134
1.113,325 1.113,474 0,149 (D)QNPHSSNICN(I) ALA f 84-93
1.195,369 1.195,559 0,189 (T)SGYDTQAIVQN(N) ALA f 53-63
Pool D
Masa experimental Masa tedrica A masa (Da) Secuencia tedrica Posicion
759,246% 759,425 0,178 (D)ISLLDAQ(S) BLG f 45-51
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759,246% 759,443 0,197 (K)ALKALPM(H) BLG f 155-161
927,272 927,384 0,112 (T)FHTSGYDT(Q) ALA f 50-57
927,2722 927,384 0,112 (T)TFHTSGYD(T) ALA f 49-56
975,323 975,499 0,176 (M)AASDISLLDA(Q) BLG f 41-50
1.244,3913 1.244,496 0,105 (W)CKDDQNPHSSN(I) ALA f 80-90
1.244,3913 1.244,562 0,170 (VJAGTWYSLAMAAS(D) BLG f 32-43
1.253,361 1.253,554 0,193 (Y)LLFCMENSAEP(E) BLG f 119-129
Pool H
Masa experimental Masa tedrica A masa (Da) Secuencia tedrica Posicién
624,221 624,251 0,030 (K)FLDDD(L) ALA f99-103
624,221 624,321 0,099 (NMCVKK(1) ALAf109-113
624,221 624,248 0,026 (Q)SLACQC(L) BLG f 132-137
624,221 624,302 0,081 (V)ITQTMK(G) BLG f 20-24
685,266 685,381 0,115 (P)MHIRL(S) BLG f 161-165
685,266 685,461 0,194 (E)NKVLVL(D) BLG f 106-111
714,227 714,403 0,176 (Y)VEELKP(T) BLG f 59-64
714,227 714,414 0,187 (C)LVRTPE(V) BLG f 138-143
714,227 714,418 0,191 (D)YKKYL(L) BLG f 115-119
759,266% 759,425 0,158 (D)ISLLDAQ(S) BLG f 45-51
759,266% 759,443 0,177 (K)ALKALPM(H) BLG f 155-161
766,283 766,322 0,039 (S)NICNISC(D) ALA f 90-96
766,283 766,439 0,156 (A)LPMHIR(L) BLG f 159-164
766,283 766,439 0,156 (L)PMHIRL(S) BLG f 160-165
787,306 787,377 0,070 (A)HKALCSE(K) ALA f 126-132
787,306 787,398 0,092 (G)GVSLPEW(V) ALA f 39-45
787,306 787,446 0,140 (Q)INNKIW(C) ALA f74-79
787,306 787,431 0,124 (D)ALNENKV(L) BLG f 102-108
787,306 787,492 0,186 (N)KVLVLDT(D) BLG f 107-113
831,325 831,384 0,059 (V)RTPEVDD(E) BLG f 140-146
831,325 831,457 0,132 (L)DIQKVAGT(W) BLG f 27-34
853,355 853,351 -0,004 (V)CTTFHTSG(Y) ALA f 47-54
853,355 853,354 0,000 (S)SNICNISC(D) ALA f 89-96
853,355 853,380 0,024 (C)KDDQNPH(S) ALA f 81-87
853,355 853,430 0,075 (L)VLDTDYK(K) BLG f 110-116
853,355 853,471 0,116 (K)ALPMHIR(L) BLG f 158-164
853,355 853,471 0,116 (L)PMHIRLS(F) BLG f 160-166
927,301 927,384 0,083 (T)FHTSGYDT(Q) ALA f 50-57
927,301 927,384 0,083 (T)TFHTSGYD(T) ALA f 49-56
1.243,383 1.243,545 0,161 (S)SNICNISCDKF(L) Ala f 89-99
1.243,383 1.243,566 0,183 (TYWYSLAMAASDI(S) BLG f 35-45

IPresente en pooles: Ay B: 2presente en pooles: A, D y H; 3presente en pooles: Ay D; “presente en pooles: B, Dy

H.
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El analisis de masas se realizé en el rango de m/z de 800 a 2000 Da para el pool Ay de 600 a 2000
para los pooles B, Dy H. En el Pool A se asignaron 11 masas a 32 secuencias tedricas, de las cuales
12 correspondieron a ALA y diez a BLG.

La comparacion de las secuencias tedricas de los péptidos presentes en los pooles analizados con
las secuencias de los péptidos IECA-I depositadas en la base de datos BIOPEP y otras reportadas
en bibliografia resultdé en tres coincidencias totales y 11 secuencias que coincidieron
parcialmente (TABLA 15). El pool H presentd tres secuencias tedricas que se identificaron
previamente como péptidos con actividad IECA-I: el fragmento f39-45 (GVSLPEW) de ALAy, los
fragmentos f110-116 (VLDTDYK) y f158-164 (ALPMHIR) de BLG. La secuencia GVSLPEW se
purificé a partir de un hidrolizado de ALA producido con termolisina (Otte et al., 2007) y presentd
una elevada potencia (ICsp = 30 uM). Los péptidos VLDTDYK y ALPMHIR se identificaron en
hidrolizados de BLG con enzimas digestivas. ALPMHIR se identificd en un hidrolizado triptico de
BLG (Mullally et al., 1997) y también demostré ser un péptido muy potente (ICso = 43 uM).
VLDTDYK se identificd en un hidrolizado de BLG con pepsina, tripsina y quimotripsina (Pihlanto-
Leppaéld, Koskinen, Piilola, Tupasela, & Korhonen, 2000) y presenté una potencia menor que los
anteriores (ICso = 976 uM). Otras cinco secuencias tedricas del pool H no reportadas como
péptidos IECA-I coincidieron parcialmente con secuencias de péptidos con actividad IECA-I
reportados en la literatura (TABLA 15). El pool A presentd una secuencia teérica que solo coincidié
parcialmente con la de un péptido IECA-I derivado de ALA reportada por otros autores, mientras
que el pool B presentd cinco secuencias (dos derivadas de ALA y tres de BLG) y el pool D una
secuencia derivada de BLG que se describen en la TABLA 15.
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TABLA 15. Péptidos IECA-I previamente descritos que presentaron homologia de estructura con las secuencias
tedricas identificadas en el filtrado (2 kDa) del HLS con PepBA.

. Secuencia ICso . BIOPEP
Secuencia Fragmento . . Pool  Referencia
previamente descrita (um) ID
(G)GVSLPEW(V)  ALA f39-45 (G)GVSLPEW(V) 30 H (zzgf)et al, NR
(G)INYWLAH(K) ALAf120-126  (K)VGINYWLAHK(A) 327  AyB 3971
(Pihlanto-
(INNYWLAH(K) ALAf121-126  (Y)WLAHK(A) 77 B Lleppdldetal, NR
2000)
(L)VLDTDYK(K) BLGf110-116  (L)VLDTDYK(K) 976 H 3979
(Mullally,
(K)KYLLF(C) BLGf117-121  (K)YLLF(C) 171,8 B Meisel, & 3255
FitzGerald, 1996)
(Murray &
(C)LVRTPE(V) BLGf138-143  (C)LVRT(P) 2470 H HitzGerald, 2007) 7208
(Power,
(T)PEVDDEAL(E) BLG f 142-149 (R)TPEVDDEALEK(F) >1000 B Fernéndt'az, NR
Norris, Riera, &
FitzGerald, 2014)
()ALKALPM(H) ~ BLGf155-161  (K)ALPM(H) 928 DV (Murakamiet NR
H al., 2004)
(Pihlanto-
(L)KALPMH(1) BLGf157-162  (K)ALPMH(I) 521 B Leppéls et al., 7489
2000)
(K)ALPMHIR(L) BLGf158-164  (K)ALPMHIR(L) (Mullally et al., 3261
42,6 H 1997)
(A)LPMHIR(L) BLGf159-164  (K)ALPMHIR(L) NR
(P)MHIRL(S) BLG f 161-165 (
~ Mullally et al.,
(L)PMHIRL(S) BLGf160-165  (MIHIRLES) 1153 H 1996) 3259

NR= péptido inhibidor de ECA-I no registrado en BIOPEP.

Si bien utilizando SEC se pudieron separar los componentes del FHLS en fracciones con elevados

valores CEl y se determind tedricamente que presentaron secuencias con actividad IECA-I, la

identificacidon de los péptidos responsables de la actividad IECA-I requiere un mayor grado de

purificacion.

Se realiz6 la separacion del FHLS por SEC-HPLC para intentar mejorar la separacién utilizando la

columna Superdex Peptide en las condiciones descritas en la seccién 3.3.1.2. Previamente, se

realizaron corridas en iguales condiciones pero inyectando un volumen mayor de muestra (0,2 y

0,3 mL, no se muestran los resultados) obteniéndose una peor resolucién. Los resultados se

muestran en la FIGURA 33.
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FIGURA 33. SEC-HPLC de 6x FHLS (100 uL) en columna Superdex Peptide (10 x 300 mm). (A) Perfil de A 220 nm
obtenido con LabSolution y (B) perfil de A 220 nm de las fracciones de 1 mL (recolectadas entre los 21 a 50 min de
tres corridas independientes realizadas en condiciones semejantes) y CEl (%/mM) de fracciones seleccionadas del

cromatograma previamente concentradas (Speedvac).

La separacion del FHLS en la columna Superdex Peptide no mostré una mayor eficiencia que la

columna Sephadex G-25 debido a los valores de CEl obtenidos (TABLA 16). Ademas, debido a que

el volumen de muestra que puede ser aplicado es menor para la columna Superdex Peptide, las

fracciones presentaron muy baja concentracién por lo que fue necesario repetir la cromatografia,

combinar las fracciones de igual tr y concentrarlas para tener suficiente material.
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Tabla 16. CEl de fracciones seleccionadas de SEC HPLC de FHLS.

Fraccién IECA-I (%) Concentracion (mM eq)* CEl (%/mM)
32 75,5+6,4 2,6 x10* 2,9 x10?
34 55,0+2,8 1,5x10? 3,6 x 10?
35 74,5+7,8 4,0x10? 1,9 x 102
37 63,5+2,1 2,9x10? 2,2x10?
38 63,0+2,8 2,2x10? 2,9 x10?
39 49,5+2,1 1,0x10? 5,0 x 10?
40 56,5+ 4,9 1,9x10? 3,0 x 10?
41 38,5+19 2,3x10? 1,7 x 102
42 55,5+ 3,5 1,8x10? 3,1x 10?
44 22,0+4,2 8,3 x10? 2,7 x10?
45 1,0+1,4 1,4 x 107 7,1x 10!
* Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I.

4.3.1.2 Purificacion de péptidos IECA-I a partir de hidrolizado de ALA y BLG aisladas

Debido a la complejidad del HLS y FHLS se prepararon hidrolizados de las dos proteinas
mayoritarias del LS para purificar los péptidos IECA-I a partir de ellos. Se utilizaron soluciones de
ALA y BLG (5 mg/mL) en buffer borato de sodio 0,1 M pH 9,2 se trataron en iguales condiciones
a las que se preparo el HLS (relacién E/S, pH, temperatura y tiempo de hidrélisis). A partir de los
hidrolizados de ALA y BLG se obtuvieron los correspondientes filtrados de ultrafiltracion con
membranas de corte en 2 kDa. Tanto los hidrolizados como los filtrados correspondientes se
separaron por SEC-HPLC y los cromatogramas obtenidos se muestran en la FIGURA 34.

El HALA presenté una actividad IECA-I de 84,5 + 0,7 % (CEl= 175,0 £ 1,5 %/mM) y se resolvié en
cuatro pooles (HA SEC1-4, FIGURA 34A) registrdndose actividad IECA-I en todos ellos con CEl
superiores al del HALA (TABLA 17). La fraccidon HA SEC2 (tamaiio entre 1700 y 500 Da) mostrd ser
la fraccion mas potente debido a que presenté el mayor CEl (470 %/mM).

A su vez, el FHALA presentd una actividad IECA-I de 63,0 + 2,8 % (CEl= 682 + 30 %/mM) y se
resolvié en tres pooles (FA SEC1-3, FIGURA 34B) que presentaron actividad IECA-I (TABLA 17). El
pool mas potente fue FA SEC1 que presentd componentes en el rango de tamafio de 1000 a 700
Da que coincidieron con los presentes en el pool HA SEC2. El CEl de FA SEC1 fue superior a 1500
%/mM 'y comparado con el correspondiente al HA SEC2 fue al menos tres veces mayor
reafirmando la utilidad del paso de ultrafiltracion como etapa inicial de fraccionamiento de los
hidrolizados.
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Resultados y Discusion

FIGURA 34. SEC-HPLC de hidrolizados de ALA y BLG aisladas y CEl de los pooles de fracciones de cada cromatografia. (A) Perfil de HALA y CEl de los pooles: HA SEC1 (fracciones 18-
26); HA SEC2 (fracciones 27-33), HA SEC 3 (fracciones 34-39) y HA SEC4 (fracciones 40-47). (B) Perfil de FHALA y CEl de los pooles: FHA SEC1 (fracciones 29-31); FHA SEC2
(fracciones 34-38) y FHA SEC 3 (fracciones 41-46). (C) Perfil de HBLG y CEl de los pooles: HB SEC1 (fracciones 20-24); HB SEC2 (fracciones 25-29), HB SEC 3 (fracciones 30-35) y HB
SEC4 (fracciones 36-40). (D) Perfil de FHBLG y CEl de los pooles: FHB SEC1 (fracciones 28-35); FHB SEC2 (fracciones 36-39) y FHB SEC 3 (fracciones 40-49).
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El HBLG presento una actividad IECA-1 del 80,0 +1,4 % (CEI=95,0+ 1,7 %/mM) y como en el HALA
la separacién por SEC HPLC de HBLG resulté en cuatro pooles (HB SEC 1-4, FIGURA 34C) con
actividad IECA-I superior al de la muestra inicial (TABLA 17). El pool HB SEC-4 fue la fraccion con la
mayor actividad IECA-I (47,0 + 2,8 % y CEl= 440 %/mM), pool compuesto por los péptidos de
tamafio menor a 300 Da.

El FHBLG, con actividad IECA-I del 74,0 + 8,5 % y CEl= 301 + 34 %/mM se separd en tres pooles
(FB SEC1-3, FIGURA 34D) con actividad IECA-I. El pool FB SEC2 fue el pool que presentd la mayor
actividad IECA-I (CEI de 1200 %/mM). Este pool estd compuesto por péptidos de tamafio menor
a 360 Day su valor de CEl triplica el valor obtenido para HB SEC4.

TABLA 17. Propiedades de fracciones seleccionadas de SEC HPLC de HALA, FHALA, HBLG y FHBLG.

Muestra Fracciones Masa (Da) IECA-I (%) Concentracion (mM)? CEl (%/mM)
HA-SEC1 18-26 >1700 32,5+49 1,3 x 107 2,4 x 10%
HA-SEC2 27-33 1400-500 59,5+0,7 1,3x10? 4,7 x 10?
HA-SEC3 34-39 400-180 25,5+6,4 7,4 x 102 3,5 x 10?
HA-SEC4 40-47 <200 9,0+2,8 3,4x10? 2,7 x10?
FA-SEC1 29-31 1000-700 43,0+4,2 <3,0x107?%" >1,5 x 103
FA-SEC2 34-38 400-200 15,5+2,1 4,4 x 102 3,5 x 10?
FA-SEC3 41-46 <200 17,5+6,4 3,0x10? 5,9 x 10?
HB-SEC1 20-24 >2300 2,0+£0,1 3,8x10? 5,3x 10!
HB-SEC2 25-29 2000-1000 41,5+6,4 1,8x 101 2,1x10?
HB-SEC3 30-35 800-350 66,0 £2,8 2,0x10? 3,2 x 10?
HB-SEC4 36-40 <300 47,0+ 2,8 1,1x 101 4,4 x 102
FB-SEC1 28-34 1200-400 15,5+3,5 4,2 x 102 3,7 x 10?
FB-SEC2 35-39 <360 43,0+7,1 3,7 x102 1,2 x 103
FB-SEC3 40-49 <200 14,0+14 4,0x 102 3,5 x 10?
2Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I expresada en mM equivalentes de valina.

bLa concentracién de esta fraccidn fue menor que el limite de deteccién del ensayo (4,3 x 102 mM) y por lo tanto
la concentracion en el ensayo de actividad IECA-I inferior a 3,0 x 102 mM.

La denominacién de las muestras se corresponde a la utilizada en la FIGURA 34.

Las separaciones de los hidrolizados, utilizando SEC, resultaron en fracciones con mayor CEl que
las muestras iniciales pero esta cromatografiia no resulté adecuada en la practica. Las fracciones
con mayor CEl presentaron muy baja concentracién peptidica (aun luego de concentrarlas) con
una composicién compleja que dificultd los siguientes pasos de purificacion necesarios para la
identificacion de los péptidos responsables de la actividad IECA-I.
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Extraccion en fase solida

El fraccionamiento de péptidos en base a su hidrofobicidad es una metodologia muy empelada
por su efectividad. Ademas la extraccidn en fase sélida tiene la ventaja de ser un método de alta
capacidad y que permite la elucidon con diferentes concentraciones de modificador organico de
forma de obtener eluidos con componentes de hidrofobicidad creciente.

El HLS se fracciond en funcién de la hidrofobicidad de sus componentes, utilizando un cartucho
de extraccion en fase sélida Cig (SPE Cig). La elucidn se realizd en cuatro pasos aumentando la
concentraciéon de ACN del eluyente a 10, 30, 60 y 100 % (v/v). Las fracciones obtenidas se
analizaron por SEC-HPLC utilizando una columna Superdex (como se indicé en la seccidon 3.2.4) y
se determind su actividad IECA-l y concentracidn peptidica.

Los perfiles de SEC-HPLC de las fracciones del SPE Cig se muestran en la FIGURA 35. Como puede
apreciarse, la composicion de cada fraccidon fue diferente. En la fraccidon no retenida (NR), es decir
la que contenia los componentes mas hidrofilicos, se pudieron observar componentes de masa
molecular en el rango de 1000-3000 Da y otros componentes de masa menor a 200 Da. En el
eluido con 10 % ACN (fraccion E1) se observé principalmente la presencia de componentes de
masa molecular menor a 200 Da. Los componentes que eluyeron con 30 % de ACN (fraccion E2)
comprendieron un amplio rango de masa molecular siendo la fraccion mds compleja.
Probablemente, esto se deba a que la mayoria de las proteinas y péptidos retenidos en una resina
Cis normalmente eluyen con 30 % de ACN. Los péptidos muy hidrofdbicos requieren una
concentracion mayor de ACN para eluir, como en el caso de los componentes que eluyeron en
E3 y E4 (FIGURA 35). De acuerdo al perfil peptidico de E3 y E4 los componentes presentaron un
tamafio molecular inferior a 1000 Da por lo que se trataria de péptidos pequefios (menos de 10
residuos) con un alto grado de hidrofobicidad.

Luego de concentrar y eliminar el ACN de las fracciones del SPE se evalud su actividad IECA-l y
concentracion peptidica para calcular el correspondiente CEl. Todas las fracciones ensayadas
presentaron actividad IECA-I (TABLA 18) pero notoriamente la fraccién E4 fue la que presenté un
mayor CEl. Esta fraccidon contenia los componentes del HLS con mayor caracter hidrofébico y
menor tamafio (menores de 1000 Da). Los di o tripéptidos o los péptidos de hasta diez residuos
gue contienen residuos hidrofébicos en cualquiera de las tres posiciones del extremo C-terminal
han demostrado ser péptidos con alto potencial IECA-I (lwaniak et al., 2014). Considerando las
caracteristicas de los componentes de E4 y que esta fraccion presenta una alta actividad IECA-I
gue corresponde a una mezcla de péptidos con baja concentracidn es probable que los péptidos
presentes sean péptidos IECA-I potentes.
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FIGURA 35. SEC-HPLC en columna Superdex Peptide del HLS y las fracciones de SPE con cartucho C18. Se inyect6: 100
pL de HLS; 300 uL de NR (fraccion no retenida por el cartucho); 100 uL de E1 y E2 (fracciones eluidas con soluciones
de ACN en agua al 10y 30 % respectivamente) y 200 uL de E3 y E4 (eluidas con 60y 100 % de ACN respectivamente).

TABLA 18. CEl de HLS y fracciones de extraccion en fase sélida (Cartucho C18) de HLS.

Fraccién IECA-I (%) Concentracion (mM eq)* CEl (%/mM)
HLS 955+2,1 7,9 12

NR 97,5+£3,5 1,2 83

El ND ND ND

E2 94,5+2,1 2,6 36,5

E3 92,0+1,4 3,9x10% 236

E4 80,0t£1,4 8,0 x 102 1000

NR= fraccidn no retenida por el cartucho; E1, E2, E3 y E4 fracciones eluidas con soluciones de ACN en agua al 10,
30, 60y 100 % de respectivamente. ND= no determinado. Las fracciones fueron concentradas por evaporacion al
vacio antes de realizar los controles. * Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I expresada en mM

equivalentes de valina.
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Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP HPLC)

4.3.3.1 Purificacion de péptidos IECA-I a partir de HLS

El HLS se aplicé a una columna de SPE Cig como se describe en la seccidn 3.4.3. El eluido de SPE
(IECA-I= 77,5 £ 3,5 %) se analizd por RP-HPLC utilizando una columna Viva C18 (como se indico
en la seccion 3.4.3). El gradiente de ACN entre 10y 30 % ocupd 60 min para permitir la separacioén
de los componentes de E1. Las fracciones obtenidas se concentraron por eliminacidn del solvente
y, se determind su actividad IECA-I y su concentracion peptidica. Como se puede observar en la
FIGURA 36A, la muestra presentd una composicion muy compleja con mas de 60 picos que
contienen péptidos con diferente hidrofobicidad que eluyeron con el gradiente de ACN entre 10
y 30 %(v/v).

En la FIGURA 36B se muestra el cromatograma de las fracciones colectadas de 0,5 mL y como
grafico de barras el CEl (%/mM) de las 11 fracciones que se seleccionaron debido a que
correspondieron a los maximos de los picos mas importantes del cromatograma. Todas las
fracciones seleccionadas presentaron actividad IECA-I que evidencié la presencia de diversos
péptidos con actividad IECA-I. Las fracciones 29, 57 y 67 fueron las que presentaron mayores CEl,
seguidas de las fracciones 33, 36 y 51 (TABLA 19).
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FIGURA 36. RP-HPLC (en columna Viva C18 (Restek) de HLS previamente fraccionado por extraccidn en fase sélida. (A)
Cromatograma de absorbancia a 220 nm en funcién de tiempo de retencion y gradiente de concentraciéon de ACN
(en eje y derecho) generado por el software Labsolution; (B) de Perfil de A 220 nm de las fracciones colectadas de
1,0 mL. EL CEI (%/mM) de las fracciones (previamente concentradas con Speedvac) seleccionadas del cromatograma
se muestran como barras. Las fracciones seleccionadas se etiquetaron con el nimero de la fraccién sobre los picos.
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TABLA 19. CEl de las fracciones de RP-HPLC de HLS.

Fraccién IECA-I (%) Concentracién” (mM) CEl (%/mM)
28 42,0+2,1 9,2 x 102 (4,6 £0,5) x 10?
29 55,0+2,1 6,1x 102 (9,0+0,7) x10?
33 39,5+0,4 5,8 x 102 (6,8+1,2) x 10?
36 50,5+1,1 7,6 x 102 (6,7 0,3 x 10?
38 240+1,4 6,7 x 102 (3,6 £0,4) x 10?
40 29,5+0,4 5,9 x 102 (50+0,1) x 10?
51 34,021 5,2x 1072 (6,5+0,8) x 10?
54 38,5+1,1 6,8 x 102 (5,6 £0,3) x 10?
57 43,0+0,7 5,3 x 102 (8,2+0,3 x10?
61 16,5+3,9 5,8 x 102 (2,9+1,4x10?
67 415+1,1 5,3 x 102 (7,8 £0,4) x 102
* Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I expresada en mM equivalentes de valina.

4.3.3.2 Purificacion de péptidos IECA-I a partir de hidrolizados de ALA y BLG aisladas

El FHALA se analizé por RP-HPLC utilizando una columna Viva C18 (como se indicé en la seccidon
3.4.3). Se utiliz6 un gradiente de ACN entre 0 y 100 % ocupd 100 min para permitir la separacion
de los componentes del FHALA. Las fracciones obtenidas se concentraron por eliminacién del
solvente y, se determind su actividad IECA-l y su concentracion peptidica. Como se puede
observar en la FIGURA 37A, la muestra presentd una composicion compleja con mas de 30 picos
gue contienen péptidos con diferente hidrofobicidad. Los seis picos mds importantes salieron
durante el gradiente de 0 a 30 % (v/v) de ACN mientras que en el resto del gradiente se
observaron multiples picos pequefios.

En la FIGURA 37B se muestra el cromatograma de las fracciones colectadas de 1 mLy como grafico
de barras el CEl (%/mM) de las trece fracciones que fueron seleccionadas debido a que
correspondieron a los mdaximos de los picos del cromatograma. Diez de las fracciones
seleccionadas presentaron actividad IECA-I mayor al 15 %. Las fracciones 49 y 28 con CEl de (2,2
y 1,8) x 10° %/mM respectivamente, fueron las mas potentes. Seguidas de las fracciones 37, 4,
70y 22 con CEl (1,5 -1,2) x 10% %/mM (TABLA 20). La distribucion de la actividad IECA-I evidencid
la presencia de péptidos con actividad IECA-I diversos y con diferente caracter hidrofébico. Las
fracciones mas potentes eluyeron durante el gradiente de 0 a 30 % de ACN.
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FIGURA 37. Cromatograma de RP-HPLC (en columna Viva C18 (Restek) de FHALA (A); Perfil de A 220 nm de las
fracciones colectadas de 1,0 mL. EL CEl (%/mM) de las fracciones (previamente concentradas con Speedvac)

seleccionadas del cromatograma se muestran como barras (B).
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TABLA 20. CEl de las fracciones de RP-HPLC de FHALA.

Fraccion IECA-I Concentracion? (mM) CEl (%/mM)

4 40,0+5,7 <3,0x 102 >(1,3+0,2) x 103
15 64,0+5,7 2,4x 107 (2,7+0,2) x 10%
22 46,0+ 12,7 3,8x 1072 (1,2+0,3) x 103
28 54,5+49 <3,0x10%P >(1,8 +0,2) x 10°
35 47,5+7,8 2,5x 10" (1,9+0,3) x 10?
37 45,01+ 4,2 <3,0x10%P >(1,5+0,1) x 10°
45 2,0+£0,1 1,7x10? (1,2+0,1) x 10*
49 72,521 3,3x 107 (2,2+0,1) x103
51 13,0+14 7,6 x 102 (1,7 £0,2) x 102
54 40,5+0,7 4,5x 1072 (9,2+0,3) x10?
59 29,0+4,2 3,7x 107 (7,8 £1,1) x 102
67 6,0 + 0,1 3,8x 1072 (1,6 £0,1) x 10?
70 58,5%3,5 4,1x1072 (1,3+0,1)x 103
@ Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I expresada en mM equivalentes de valina.

bLa concentracién de esta fraccién fue menor que el limite de deteccién del ensayo (4,3 x 10X mM) y por lo tanto
la concentracidn en el ensayo de actividad IECA-I inferior a 3,0 x 102 mM.

El FHBLG fue analizado por RP-HPLC al igual que el FHALA. Se utilizé un gradiente de ACN entre
0y 100 % que ocupd 70 min. Las fracciones obtenidas fueron concentradas por eliminacién del
solvente y, se determind su actividad IECA-I y su concentracion peptidica. Como se puede
observar en la FIGURA 38A, la muestra presentd una composicidn compleja con mas de 30 picos
gue contienen péptidos con diferente hidrofobicidad. Los siete picos mas importantes eluyeron
durante el gradiente de 0 a 30 % (v/v) de ACN mientras que en el resto del gradiente se
observaron multiples picos mas pequeiios.

En la FIGURA 38B se muestra el cromatograma de las fracciones colectadas de 1 mLy como grafico
de barras el CEl (%/mM) de las diecisiete fracciones que fueron seleccionadas debido a que
correspondieron a los maximos de los picos del cromatograma. 11 de estas fracciones
presentaron actividad IECA-I. Las fracciones mds potentes fueron la 46, 57, 40, 26 y 49 con CEl de
(2,3; 2,2; 2,0; 1,8 y 1,7) x 103 %/mM respectivamente. Seguidas de las fracciones 54, 76 y 15 con
CEl (1,4 -1,3) x 10> %/mM (TaBLA 21). A pesar de que la actividad IECA-I fue observada en
fracciones eluidas con diferente concentracion de ACN indicando un diferente grado de
hidrofobicidad. Durante el gradiente de 30 a 60 % de ACN (v/v) eluyeron la mayor parte de las
fracciones mads potentes indicando un alto grado de hidrofobicidad.
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FIGURA 38. Cromatograma de RP-HPLC (en columna Viva C18 (Restek) de FHBLG (A); Perfil de A 220 nm de las
fracciones colectadas de 1,0 mL. EL CEl (%/mM) de las fracciones (previamente concentradas con Speedvac)
seleccionadas del cromatograma se muestran como barras (B).
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TABLA 21. CEl de las fracciones de RP-HPLC de FHBLG.

Fraccion IECA-I Concentracién* (mM) CEl (%/mM)
4 0 1,6 x 101 0

15 42,5+2,1 3,4 x 102 (1,3+0,1) x10°
23 33,5+12,0 5,1 x107? (6,5 +2,3) x 10?
26 78,5+6,4 4,0 x107? (1,9+0,2) x 103
29 81,5+0,7 2,3x10% (3,5+0,1) x 10?
32 50,0+12,7 2,1x101 (2,3+0,6)x 10°
40 67,516,4 3,3 x107? (2,0+0,2) x10°
46 83,0t5,7 3,6 x1072 (2,3+0,2) x 103
49 67,5+7,8 3,8 x 102 (1,7+0,2) x10°
51 2,5+0,5 3,6 x 102 (6,9+0,3)x 10!
54 47,0+ 1,4 3,4 x1072 (1,4+0,1) x 103
57 89,0+0,1 4,0 x107? (2,2+0,1) x 103
63 0 3,5 x107? 0

65 0 3,6 x1072 0

69 0 3,4 x107? 0

76 52,0+£0,5 3,8 x107 (1,4+0,1) x 103
78 0 3,3 x107? 0

* Concentracion en el ensayo de actividad IECA-I expresada en mM equivalentes de valina.

Los diferentes métodos separativos utilizados permitieron fraccionar a los componentes de los

hidrolizados de LS, ALA y BLG en fracciones con actividad IECA-I, menos complejas y mas

potentes. Sin embargo, la baja concentraciéon de las fracciones purificadas hizo dificil la

combinacidon de los métodos, para la evaluaciéon de la composicion y la purificacion mas

exhaustiva, necesaria para la identificacidn de los péptidos responsables de la actividad IECA-I.
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4.4 Purificacion por cromatografia de afinidad de péptidos IECA-I a partir de
hidrolizados de ALA

4.4.1 Purificacién de las peptidasas del extracto crudo de frutos de B antiacantha (ECBA)

Estudios previos (Santos, De Freitas, Deschamps, & Biavatti, 2009) mostraron que los frutos
maduros de B antiacantha presentan un abundante contenido de componentes no proteicos
como: carbohidratos (44 % m/m), lipidos (18,2 % m/m) y un contenido de compuestos fendlicos
totales (1,5 mg/g de fruto fresco) similar al del anand. Debido a que las peptidasas son el principal
componente de la fraccidon proteica se realizd una cromatografia de intercambio idnico para
eliminar los compuestos no proteicos presentes en el ECBA que podrian interferir en los métodos
de identificacion de los péptidos que se emplearon en esta parte del trabajo. La eleccién del
intercambiador catiénico asi como las condiciones de adsorcién y elucion de la muestra se
basaron en resultados previos de Vallés & Cantera (2015). En la FIGURA 39, se muestran los
espectros UV del ECBA Yy las diferentes fracciones obtenidas del intercambio. Tanto el ECBA como
el NR presentaron absorbancia en un amplio rango de longitudes de onda (220-360 nm) debido
al alto contenido de compuestos fendlicos (Santos et al., 2009) . En los eluidos (E4 a E7) se puede
observar un pico a 280 nm, caracteristico de proteinas y la pérdida de las especies que absorben
a longitudes de onda en el rango de 300-360 nm. Mientras que en el NR la proporcién de

proteinas a otras especies es favorable a los uUltimos.
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FIGURA 39. Espectros UV de ECBA (dilucién 1/10) y las fracciones NR (dilucion 1/10) y E4-7 (sin diluir) del intercambio
ionico de ECBA.
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Como puede apreciarse en la TABLA 22, solo se detectd actividad proteolitica en los eluidos y la
actividad especifica es diferente segun el eluido, indicando diferentes grados de purificacién de
las enzimas proteoliticas.

Tabla 22. Evaluacion de la purificacidn por intercambio idnico del ECBA.

Muestra Proteinas (mg/mL) Actividad enzimatica (UE/mL) AE (UE/mg)
ECBA 0,58 + 0,08 20,6 +0,9 34,9

NR ND ND ND

E4 0,31+0,05 9,6+0,2 25,3

E5 0,70+0,21 27,8+1,5 34,3

E6 0,35+0,10 28,7+1,2 70,0

E7 0,27 £ 0,04 20,7+1,0 71,4
ND= no detectado; AE= actividad especifica

Luego de realizar varias cromatografias en las mismas condiciones, se unificaron los eluidos y se
concentraron por ultrafiltracién. Finalmente se obtuvo una fraccidn, a la que se llamé extracto
purificado de B antiacantha (EPBA), cuya actividad enzimatica fue de 192,4 + 0,9 UE/mL y su
actividad especifica de 40,2 UE/mg de proteina con la que se prepard el HALA.

Hidrolisis de ALA con EPBA

El HALA obtenido con EPBA en las condiciones indicadas en materiales y métodos, presentd un
DH del 13,4 + 1,1 %. Este valor de DH no es significativamente diferente al obtenido para el HALA
preparado con el PepBA (DH= 15,1 + 2,4 %). Esto indicaria que el proceso de purificacion por
intercambio idnico no modificé el comportamiento de las peptidasas en la hidrdlisis de ALA. La
actividad IECA-I del FHALA previamente concentrado por SPE fue del 90,5 £ 0,7 % y presentd una
concentracion peptidica de 3,43 + 0,16 mM.

Purificacién por cromatografia de afinidad

Se prepararon micro columnas de afinidad con ECA-I-I inmovilizada y se ajusté un protocolo de
purificacion de los péptidos IECA-I presentes en el FHALA.

TABLA 23. Inmovilizacién de ECA-I-l en NHS-Sepharose.

Concentracidn de proteinas!

Muestra (1g/mL) Volumen (mL) Proteina total (ug)
Aplicada 157,0+12,6 0,200 31,4
Sobrenadante 50,3+6,0 0,200 10,6
Lavados 10,3+2,1 0,200 2,06

1Concentracion de proteinas determinada por el método de Bradford utilizando BSA como esténdar.

De acuerdo a los datos del control de la concentracion de proteinas de la muestra aplicada a la
columna de Sepharose-NHS activada y, del sobrenadante y lavados luego de la inmovilizacién
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(TaBLA 23), se determind que el rendimiento de inmovilizacion fue del 60 %. El ligando (ECA-I) fue
preparado a una concentracién de 0,9 mg/mL (de acuerdo al contenido de proteinas indicado
por el fabricante y teniendo en cuenta que se trabajé con la enzima purificada). Los controles de
proteina inmovilizada (TABLA 23), realizados con el método de Bradford, dieron como resultado
una concentracién notoriamente mas baja que la considerada. Probablemente esto se deba a
qgue el método de Bradford es dependiente de la composicion aminoacidica de la proteina.
Considerando que se inmovilizd el 60 % de la proteina aplicada (180 pg ECA-l) se habria
inmovilizado 108 ug de ECA-1 (0,9 nmoles).

La cromatografia de afinidad ha sido poco empleada para la purificacion de péptidos IECA-I. Se
han reportado algunos trabajos en los que se prepararon derivados con ECA-lI inmovilizada a
través de sus grupos amino con agarosa (4BCL) glioxil activada (Megias et al., 2006), agarosa
(Sepharose) epoxy activada y Affi Gel 15 (Bio-Rad) un tipo de agarosa activada con un ester de N-
hidroxisuccinimida (Thevananther & Brecher, 1999) o adsorbida en microesferas magnéticas de
agarosa (Lan et al., 2015). En todos los casos los derivados con ECA-I inmovilizada/adsorbida
fueron efectivos para la captura de péptidos IECA-I.

Identificacidon de secuencias de péptidos IECA-I

Se detectaron varios componentes en las fracciones eluidas de la columna de afinidad (+ECA-1) y
columna-control (-ECA-I) cuyas secuencias se identificaron realizando busquedas en las bases de
datos. Se realizd una busqueda en una base de datos local utilizando la secuencia de ALA bovina
como proteina precursora de los péptidos y paralelamente se realizé una busqueda en bases
publicas donde las masas se compararon con todas las secuencias depositadas (Ver Anexo2). En
la TABLA 24 se muestran las secuencias de los péptidos capturados por la columna de afinidad
columna de afinidad (+ECA-I). Las secuencias que también se identificaron en la muestra de la
columna control (-ECA-I) se descartaron.

La busqueda en la base de datos BIOPEP y la revisidn de publicaciones cientificas indicé que estas
secuencias no han sido reportadas por otros autores como péptidos IECA-I. Para confirmar si
corresponden a péptidos IECA-I se seleccionaron las secuencias con mayor valor de score y la
secuencia C-terminal considerando los datos de relacién estructura/funcion de los péptidos IECA-
l.

Todas las secuencias identificadas, pertenecen a la misma regién de la secuencia de ALA (FIGURA
40). Las secuencias: TTFHTSGY y GYDTQAIQV se seleccionaron debido a que fueron identificadas
en las dos modalidades de busqueda con altos valores de score. Ademds, ambos péptidos
presentaron residuos hidrofdbicos en el extremo C-terminal una caracteristica frecuente vy
favorable en los péptidos IECA-I (Sagardia et al., 2013).
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TABLA 24. Secuencias identificadas en la busqueda en la base de datos local contra la secuencia de ALA
(UniProtKB - P00711) vy en las base de datos publicas para masas detectadas en la muestra eluida de la columna
de afinidad (+ ECA-I) y que no se encontraron en la columna control (- ECA-).

Mr(esp) Mr(calc) Delta Score  Fragmento Peptide Base de datos
811.2100 811.3501 -0.1400 41 49-55 T.TFHTSGY.D L
825.0261 825.3293 -0.3033 37 50-56 T.FHTSGYD.T L
912.4132 912.3978 0.0154 57 48-55 C.TTFHTSGY.D L/P
926.7511 926.3770 0.3741 43 49-56 T.TFHTSGYD.T L
992.7431 993.4767 -0.7337 39 54-62 S.GYDTQAIQV.Q L
992.7431 993.4767 -0.7337 53 54-62 S.GYDTQAIQV.Q P
1027.1617 1027.4247 -0.2630 37 48-56 C.TTFHTSGYD.T L
1372.4372 1371.6935 0.7436 45 116-127 L.DKVGIGNYWLAH.K L
1080.83 1080.50 0.3224 58 53-62 T.SGYDTQAIVQ.N P
1319.17 1318.61 0.5625 53 51-62 F.HTSGYDTQAIVQ.N P
1668.16 1667.77 0.3896 58 48-62 C.TTFHTSGYDTQAIVQ.N P

L= base de datos local; P= bases de datos publicas

La secuencia DKVGIGNYWLAH, identificada en la base de datos local, presenta una secuencia

que difiere en un residuo (presenta una glicina adicional) a la correspondiente al fragmento

DKVGINYWLAH de ALA. Por este motivo no corresponde a la secuencia de ALA y no puede

considerarse un producto de su hidrélisis. De todas formas, debido a que coincide parcialmente

con secuencias de péptidos IECA-I previamente identificadas se realizd su caracterizacion. Los
péptidos DKVGINY y DKVGINYW se identificaron como péptidos IECA-I en hidrolizados de LS con
peptidasas de Cynara cardunculus (Tavares et al., 2011). Las secuencias WALHK y VGINYWLAHK
también se identificaron como péptidos IECA-I en un hidrolizado de ALA con tripsina (Pihlanto-
Leppala et al., 2000).

MMSFWSLLLVGI

SLPEWVCTTFHTSGYDTQAI VOQNNDSTEYGLFQI NNKI WC

KDDQNPHSSNI

LFHATQAEQLTKCEVFRELKDLKGYGGYV

C NI

SCDKFLDDDLTDDI MCVKKI LDKYVGI

NYWLAHKALCSEKLDQWL CEKL

Figura 40. Secuencia de ALA bovina (UniProtKB - PO0711) en la que se ubican las secuencias de los péptidos
identificados a partir del FHALA del HALA con peptidasas de Bromelia antiacantha. En verde se indican los péptidos
que fueron seleccionados para sintetizarlos quimicamente y caracterizarlos.
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Actividad IECA-I de los péptidos sintetizados

Los péptidos TTFHTSGY, GYDTQAIVQ y DKVGIGNYWLAH se sintetizaron quimicamente (98,97; 98,03
y 98,51 % de pureza respectivamente, ver Anexo 3) y su actividad IECA-I fue ensayada. Los tres
péptidos mostraron actividad IECA-I y una relacion dosis respuesta (FIGURA 41 A-C) con valores de
ICsq (TABLA 25) que indican una importante potencia. Los péptidos IECA-I derivados de ALA
depositados en BIOPEP (Anexo4) presentan valores de ICsp que mayoritariamente son del orden
micromolar.

DKVGIGNYWLAH fue el péptido mas potente de los tres péptidos IECA-I estudiados. Los péptidos
WALHK ( IC50=77 uM) y VGINYWLAHK ( IC5o= 327 uM) (Pihlanto-Leppéls et al., 2000) y DKVGINY
(IC59=99 uM) (Tavares, et al., 2011) fueron menos potentes que DKVGIGNYWLAH. Mientras el
péptido DKVGINYW ( ICsy= 25,4 uM), identificado en un hidrolizados de concentrado de LS con
el extracto crudo de flor de cardo (Cynara cardunculus) presentd un valor de ICso comparable al
del péptido DKVGIGNYWLAH (Tavares et al., 2011).

TTFHTSGY y GYDTQAIVQ presentaron valores de 1Csp mds altos que DKVGIGNYWLAH,
especialmente GYDTQAIVQ que presentd un ICsp del orden milimolar. Sin embargo, como
resultado de una simulacién de digestién gastrointestinal de GYDTQAIVQ se obtuvieron tres
fragmentos de los cuales dos se reportaron como péptidos inhibidores de ECA-I (Apéndice 3).
Estos fragmentos son el dipéptido GY (BIOPEP ID: 3532) y el tripéptido IVQ (BIOPEP ID: 9045) con
valores de ICspde 210 y 95,5 uM respectivamente. Ademas, IVQ es un péptido multifuncional ya
que también se confirmd que presenta actividad inhibitoria de la dipeptidil peptidasa IV (BIOPEP
ID: 8788). De acuerdo a esto, GYDTQAIVQ podria comportarse como un inhibidor del tipo
prodroga, es decir que es convertido en inhibidor luego de la digestidn gastrointestinal o como
en este caso que luego de la digestién se convertiria en dos péptidos inhibidores mas potentes
que el péptido original (Li, Le, Shi, & Shrestha, 2004).
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FIGURA 41. Relacién dosis respuesta de los péptidos sintéticos derivados de ALA: (A) péptido TTFHTSGY y (B) péptido GYDTQAIVQ, y (C) del péptido sintético DKVGIGNYWLAH.
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TABLA 25. ICso de péptidos IECA-I sintéticos derivados del hidrolizado de ALA y del péptido sintético
DKVGIGNYWLAH.

Secuencia Masa molecular (Da) IC5p (UM)
TTFHTSGY 912,96 142
GYDTQAIVQ 994,08 1.000
DKVGIGNYWLAH 1372,56 15

4.4.6 Perfil de RP-HPLC de los péptidos sintéticos

Los perfiles de RP-HPLC de los péptidos sintéticos con actividad IECA-I se compararon con el del
hidrolizado de ALA a partir del cual fueron identificados. Los cromatogramas se muestran en la
FIGURA 42. Como se puede observar al comparar las FIGURAS 42B Y C CON LA FIGURA 42A los picos de
los péptidos sintéticos coinciden con picos del hidrolizado de ALA.
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FIGURA 42. Perfiles de RP-HPLC de (A) hidrolizado de ALA; (B) péptido sintético TTFHTSGY y (C) péptido sintético
GYDTQAIVQ.
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4.4.7 Caracterizacion estructural de los péptidos IECA-I identificados

En la FIGURA 43 se muestra la ubicacion de los péptidos IECA-I identificados en la estructura
tridimensional de ALA. Como se puede apreciar, ambas secuencias se encuentran accesibles al
ataque proteolitico. La secuencia TTFHTSGY forma parte de la hélice a H2 y el giro que la conecta
con la hebra B S1, mientras que GYDTQAIVQ que se solapa con los dos ultimos residuos de
TTFHTSGY comprende el resto de este giro y la hebra  S1.

FIGURA 43. Ubicacién en la estructura de ALA bovinade los péptidos: (A) TTFHTSGY [f48-55] y (B) GYDTQAIVQ [f54-
62]. Estos péptidos fueron purificados por cromatografia de afinidad a partir de un hidrolizado de ALA preparado
con peptidasas de Bromelia antiacantha. Imagenes generadas con el software Swiss-Pdb Viewer v4.1 (Guex &
Peitsch, 1997) utilizando la estructura cristalina de ALA bovina (PDB ID: 1f6s).

Los tres péptidos identificados presentan una masa molecular cercana a 1000 Da (TABLA 26)
coincidiendo con el tamafio molecular de los péptidos IECA-I reportados por otros autores. Los
puntos isoeléctricos y el porcentaje de hidrofobicidad se muestran en la TABLA 26.

TABLA 26. Secuencias de péptidos IECA-I purificados e identificados a partir de hidrolizado de ALA.

Secuencia Masa molecular (Da) Punto Isoeléctrico Hidrofobicidad (%)
TTFHTSGY 912,96 6,4 12,5
GYDTQAIVQ 994,08 3,8 33,33
DKVGIGNYWLAH 1372,56 6,7 41,67
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La cinética de inhibiciéon de ECA-I se estudié monitoreando espectrofotométricamente (A= 340

Caracterizacidn cinética de los péptidos IECA-I identificados
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nm) la hidrélisis del sustrato N-[3-(2-furyl) acroylolyl]-L-fenilalanilglicilglicina (FAPGG) a 37 °C.

Se determind la velocidad inicial (vo) de la reaccion de hidrolisis de FAPGG en ausencia de
inhibidor y paralelamente con concentraciones crecientes de cada uno de los inhibidores dejando
fijas las concentraciones de ECA-I (14 0 28 nM) y FAPGG (0,6 0 0,9 mM). A partir de los graficos
de vo en funcién de concentracion de inhibidor fue posible establecer que TTFHTSGY (FIGURA 44A)

y DKVGIGNYWLAH (FIGURA 44B) se comportaron como inhibidores totales. El péptido GYDTQAIVQ
(FIGURA 44C), en concentraciones elevadas, fue capaz de inhibir solo parcialmente a la ECA-I,
resultando un inhibidor poco efectivo por lo que no se continud con su caracterizacion.

vo (uM/min)

12 4

104\

Reduced Chi-Sqr

Ad. R Square

A 1054264
c a2

nh (Usen)
Y= A%BI(Cx+D)
012936

099131
Value
059549
086844

Standard Eror

vo (uM/min)
3
1
n

T
200

T
400

T
600

TTFHTSGY (uM)

C

T
800

vo (uM/min)

10

vo

Adj. R Square.

A

C | 4047855

h (Usen)
Y= ABI(Cx+D)
1,99431

098521

Value | Standard Error
2,15441
4,60024

56,68751

T
1000 0 100

T
200

Reduced Chi-Sar
R-Square(COD)
Ad; R-Square

Y= ABI(CHID)

nh (User)

o
4616313
04
223074
091248
091248

T
300

T
400

T
500

T
600

DKVGIGNYWLAH (uM)

1OIOO
GYDTQAIVQ (uM)

T
2000

1
3000

700

T
800

FIGURA 44. Estudios de inhibicién de ECA-I. Inhibicion de ECA-I con diferentes concentraciones de inhibidor: (A) TTFHTSGY

(0 a1 mM); (B) DKVGIGNYWLAH (0-0,45 mM) y GYDTQAIVQ (0 a 2,8 mM) a concentracidn de sustrato y ECA-I
constantes.
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Para estudiar el tipo de inhibicién que presentan los péptidos TTFHTSGY y DKVGIGNYWLAH se
determinaron los parametros cinéticos de ECA-I en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores. Para esto, en cada caso, se midié la v, de la reaccién
utilizando concentraciones variables de sustrato (FAPGG: 0,1-1,5 mM) y manteniendo fija la
concentracion de ECA-I. Se realizaron graficos de [S]/vo versus [S] para cada concentracion de
inhibidor que se muestran en las FIGURAS 45 y 46. Los valores de Kyqp Y Vmax.ap fueron

determinados a partir del ajuste de los datos a la ecuacién:

[s] 1 K ,
— = [ST+ M [Ecuacion 7]
Vo Vmax ViMax
0,130 « []=0uM
o [1]=50uM
m [I]=120pM
0,104 - *  [I][=200uM T
_ ; [1]
g [
£ 0078 1 4 ﬁ
S
: | : *
5 0,052 .
2
n = ¥
3 *
0,026 *
*
0,000 — T - T - T T T T T T T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16

S (mM)

FIGURA 45. Estudio cinético del tipo de inhibicion de ECA-I por el péptido TTFHTSGY. Se muestran los graficos de
Hanes Woolf, [S]/ (vo de ECA-l para la hidrélisis de FAPGG) versus [S], en ausencia de inhibidor y presencia de
diferentes concentraciones de TTFHTSGY. La concentracion de ECA-l inicial se mantuvo constante en 14 nM.
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FIGURA 46. Estudio cinético del tipo de inhibicion de ECA-I por el péptido DKVGIGNYWLAH. Se muestran los graficos
de Hanes Woolf, [S]/ (vo de ECA-I para la hidrdlisis de FAPGG) versus [FAPGG], en ausencia de inhibidor y presencia

de diferentes concentraciones de DKVGIGNYWLAH. La concentracidén de ECA-I inicial se mantuvo constante en 28
nM.

Los graficos de Hanes Woof para ambos péptidos (FIGURAS 45 Y 46) presentaron un patrén de
lineas paralelas, caracteristico de una inhibicion competitiva. En las TABLAS 27 y 28
respectivamente se muestran los valores que presentaron las Ky 4y Y Viax ap, Cuando la v, de
ECA-I para la hidrdlisis de FAPGG, se midié en presencia de diferentes concentraciones de
inhibidor. En ambos casos se observo un claro incremento en el valor de la Ky 45, con el aumento
de la concentracion de inhibidor mientras que la Vyqy op Permanecio incambiada indicando que
TFHTSGY y DKVGIGNYWLAH se comportaron como inhibidores competitivos. La mayoria de los
péptidos IECA-I reportados presentaron un tipo de inhibicion competitiva, como en el caso de los
resultados obtenidos en este trabajo (Li et al., 2004), aunque también se han reportado péptidos
IECA-I cuyo mecanismo de inhibicién fue no-competitivo o acompetitivo.

TABLA 27. Parametros cinéticos de ECA-I para la hidrélisis de FAPGG en presencia de diferentes concentraciones de
TTFHTSGY calculados a partir del ajuste de los datos a la ecuacion de Hanes Woolf.

[TTFHTSGY] (uM) Vmax.ap. (UM/min) Kyap. (mM)
0 29+2,7 0,43+0,12

50 29+1,4 0,83 £0,09

120 27+3,9 1,34 +0,36

200 26+8,9 1,49+0,83
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TABLA 28. Parametros cinéticos de ECA-I para la hidrélisis de FAPGG en presencia de diferentes concentraciones de
DKVGIGNYWLAH calculados a partir del ajuste de los datos a la ecuacién de Hanes Woolf.
[DKVGIGNYWLAH] (uM) Vmax.ap. (UM/min) Kyap, (MM)
0 48 £ 3,6 0,43+0,12
20 49+ 4,2 1,30+0,20
40 48 +7,0 1,58 +0,41
80 46+ 8,3 2,80+0,73

Las Ki se calcularon por dos métodos independientes.

A partir de los graficos de v, en funcion de [I] se realizé un ajuste a la ecuacién de velocidad para
inhibidores competitivos (ecuacién 8):

V S
Vo =% max[S] [Ecuacion 8]
7 U]+ Ky + [S]
l

Utilizando el valor de K;; determinado independientemente, se despejo el valor de K; para cada
inhibidor (Apéndice 4).

Por otra parte, se calcularon los valores de K; a partir de gréficos de [S]/v, vs [I] (gréficos de
Cornish Bowden, FIGURAS 47 Y 48). Los valores de K; se obtuvieron del ajuste lineal a la ecuacién
9 (Apéndice 5):

S K Ky +[S
BI_ _Ku [ + Ku + 151 [Ecuacién 9]
Vo  KiViyax Viax
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FIGURA 47. Grafico de Cornish Bowden para la determinacion de la constante de inhibicion de ECA-I por parte del
péptido TTFHTSGY.
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FIGURA 48. Grafico de Cornish Bowden para la determinacion de la constante de inhibicion de ECA-I por parte del
péptido DKVGIGNYWLAH.
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Se obtuvieron resultados comparables que se muestran en la TABLA 29.
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TABLA 29. K; de los péptidos IECA-I, DKVGIGNYWLAH y TTFHTSGY

Péptido IECA-I K; (uM)? K; (uM)® [ECA I]ensayo (nM)
TTFHTSGY 51 69 £5,3 28
DKVGIGNYWLAH 11 14£5,6 14

2Valor obtenido a partir de la ecuacion 8.

bValor obtenido a partir de graficos secundarios de Cornish Bowden (ecuacién 9)

De acuerdo a los valores de K: obtenidos, se trata de inhibidores reversibles competitivos
clasicos, ya que la concentracién de inhibidor requerida para causar inhibicién es mucho mayor
que la cantidad total de enzima. Si bien, estos inhibidores no son inhibidores de alta afinidad que

tendrian relevancia como farmacos antihipertensivos es importante la evaluacion de la actividad
IECA-Il in vivo debido a que se no siempre la actividad in vitro se relaciona con la actividad in vivo.
Se han reportado casos en los que la actividad in vitro es muy potente y sin embargo su efecto in
vivo es nulo o muy poco potente. También se conocen péptidos con baja actividad in vitro pero

qgue demuestran una actividad muy potente in vivo (lwaniak et al., 2014).
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CONCLUSIONES

Las peptidasas de B. antiacantha fueron capaces de hidrolizar a las proteinas del LS y se
establecieron las condiciones de reaccidén para lograr la degradacién simultanea de ALA y BLG
con grados de hidrdlisis superiores al 10 %. La temperatura favorecié la hidrélisis del LS
lograndose una mayor hidrdlisis a 50 °C, temperatura a partir de la cual se favorece el
desplegamiento de ALA y BLG. El pH de reaccién fue el parametro que determiné la selectividad
de las peptidasas para la hidrélisis de ALA y BLG. Mas alla del efecto del pH en la actividad de las
peptidasas se observd una relacion entre el pH de la reaccién y las condiciones de
desnaturalizacion de ALA y BLG que favorecieron su degradacién y afectaron el mecanismo de
hidrolisis.

Los parametros cinéticos de PepBA para la hidrélisis de ALA y BLG fueron determinados a 50°C a
tres valores de pH diferentes (pH 4,5; 7,0 y 9,2) y comparados con los correspondientes a
papaina. PepBA mostré una mayor eficiencia catalitica (k.4:/Ky) para la hidrélisis de ALA a pH
4,5 dada por el bajo valor de K,; y a pH 9,2 debido a un mayor valor de k_,;. Para la hidrdlisis de
BLG PepBA presentd una mayor eficiencia pH 9,2 debido al alto valor de k.,;. Dentro de las
condiciones ensayadas, pH 9,2 fue la condicidn donde la eficiencia catalitica de PepBA fue mayor
tanto para la hidrélisis de ALA como BLG. La eficiencia catalitica de papaina para la hidrdlisis de
ALA y BLG fue menor en comparacion a la registrada para PepBA y no se observaron cambios
significativos de los parametros cinéticos con el pH.

En las condiciones seleccionadas, la hidrdlisis de las proteinas mayoritarias del LS generd
péptidos con actividad inhibitoria de ECA-l. A partir de los hidrolizados fraccionados por
ultrafiltracion se generaron fracciones de masa molecular inferior a 2 kDa (filtrados) enriquecidas
en los componentes con actividad inhibitoria de ECA-I. EL filtrado del hidrolizado de ALA aislada
presentd la actividad inhibitoria de la ECA-I mas potente (IC5o= 2,0 + 0,4 pug/mL), seguido del
correspondiente al hidrolizado de BLG (IC5o= 12,0 + 2,0 pg/mL) aislada y de LS (IC5y= 36,0 £ 2,0
ug/mL).

La actividad inhibitoria de ECA-I de los filtrados de hidrolizados de LS, ALA y BLG fue resistente a
la digestion gastrointestinal, evaluada en ensayos in vitro. Esta capacidad es muy importante para
el uso de las fracciones peptidicas como componentes de alimentos funcionales.

Para la identificacién de los péptidos responsables de la actividad IECA-I fue necesaria su
purificacién. Se probaron diferentes estrategias de purificacion empleando las metodologias
usuales para la purificaciéon de péptidos como SEC y RP-HPLC. Debido a la complejidad de los
hidrolizados y la baja concentracion de los componentes no fue posible lograr un grado de
purificacién suficiente para la identificaciéon de los péptidos de interés con los equipos y
condiciones utilizadas.
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Utilizando cromatografia de afinidad, en un solo paso, se capturaron dos nuevos péptidos
inhibidores de ECA-I presentes en un hidrolizado de ALA obtenido por hidrélisis enzimatica con
las peptidasas de B. antiacantha. Estos inhibidores fueron identificados por RP-HPLC MS/MS y su
actividad inhibitoria de ECA-l fue confirmada utilizando péptidos sintéticos. Los péptidos
identificados presentaron las secuencias: TTFHTSGY (MW= 912,41 Da) y GYDTQAIVQ (MW=
992,74 Da).

El péptido TTFHTSGY se comporté como un inhibidor total mientras que GYDTQAIVQ fue capaz
de inhibir parcialmente a ECA-l y a concentraciones elevadas de inhibidor por lo que no se
continud su caracterizacién. Sin embargo, GYDTQAIVQ podria tener una importante actividad
inhibitoria de ECA-l in vivo ya que formando parte de su secuencia se encuentran: el dipéptido
GY (BIOPEP ID: 3532, inhibidor de ECA-I; ID: 8788, inhibidor de dipeptidil peptidasa IV) y el
tripéptido 1VQ (BIOPEP ID: 9045, inhibidor de ECA-I) que pueden ser liberados durante la
degradacion gastrointestinal. TTFHTSGY se comporté como un inhibidor competitivo con valor de
K; de 69 = 5,3 uM, indicando que se trataba de un inhibidor reversible competitivo clasico como
la mayoria de los inhibidores peptidicos de ECA-I.

Para conocer el alcance de la aplicacidon e importancia de estos péptidos como ingredientes de
alimentos funcionales antihipertensivos es esencial realizar la caracterizacion de la actividad
inhibitoria de ECA-I in vivo, en modelos animales. Si estos estudios demostraran la efectividad de
estos péptidos in vivo, se realizaria un estudio de modelado de la interaccion de los inhibidores
con el sitio activo de la ECA-l. También, pensando en la posibilidad del uso de estos péptidos
como ingredientes de un alimento funcional seria necesario realizar una evaluacién de sus
propiedades sensoriales.

Los resultados de este trabajo de tesis aportaron informacion relevante sobre la aplicacién de
peptidasas de una planta nativa para la produccién de hidrolizados de proteinas de LS con
propiedades bioactivas. Los resultados del estudio de la reaccién de hidrélisis de las proteinas
de LS resaltaron la importancia que tiene en el caso de las peptidasas, la evaluacién de las
condiciones de reaccién con el sustrato que se quiere hidrolizar.

La cromatografia de afinidad desarrollada para este trabajo fue un método efectivo para la
captura de los péptidos inhibidores de ECA-I. Se continuara evaluando las mejores condiciones
para la unién y elucion de los péptidos inhibidores de IECA-I, la posibilidad de usos repetidos y
estabilidad de la enzima inmovilizada. Se evaluard esta estrategia de purificacién para la
identificacidn de los péptidos responsables de la actividad IECA-I de los hidrolizados de BLAG y
LS.
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APENDICE 1

Apéndices

Graficos de Michaelis y Menten para la degradacion de ALA y BLG con PepBAy

papaina
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Figura 1.Grafico de velocidad inicial (vo) en funcién de la concentracion de ALA (grafico Michaelis

Menten) para la degradacion de ALA a 50 °Cy pH 4,5 con PepBA.
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Figura 2. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion de ALA (grafico Michaelis
Menten) para la degradacion de ALA a 50 °Cy pH 7,5 con PepBA.
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Apéndices

Figura 3. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion de ALA (grafico Michaelis
Menten) para la degradacion de ALA a 50 °Cy pH 9,2 con PepBA.
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Figura 4. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion de ALA (gréfico Michaelis
Menten) para la degradacion de ALA a 50 °Cy pH 4,5 con papaina.
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Figura 5. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcién de la concentracién de ALA (grafico Michaelis
Menten) para la degradacién de ALA a 50 °Cy pH 7,5 con papaina.
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Figura 6. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion de ALA (grafico Michaelis
Menten) para la degradacion de ALA a 50 °Cy pH 9,2 con papaina.
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Figura 7. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcidn de la concentracidn de BLG (grafico Michaelis
Menten) para la degradacién de BLG a 50 °Cy pH 7,5 con PepBA.
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Figura 8. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcién de la concentracién de BLG (grafico Michaelis
Menten) para la degradacion de BLG a 50 °Cy pH 9,2 con PepBA.
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Figura 9. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcién de la concentracién de BLG (grafico Michaelis

Menten) para la degradacién de BLG a 50 °Cy pH 7,5 con papaina.
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Figura 10. Grafico de velocidad inicial (vo) en funcién de la concentracion de BLG (grafico

Michaelis Menten) para la degradacién de BLG a 50 °Cy pH 9,2 con papaina.
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APENDICE 2

Calibracién de columna Superdex Peptide 10/300 GL con estandares de masa
molecular

4,5
1 =
4,0
| ]
3,5
3,0
~
O
Q25
=
[a 20 - Equation y=a+b*
o Plot log PM
o Weight No Weighting
1,5 Intercept 5,13381
Slope -0,07379
Residual Sum of Squares 0,03107
1,0 . Pearson's r -0,98868
R-Square(COD) 0,9775
Adj. R-Square 0,97187
0’ 5 J q
0,0 T . T . T . T . ;
20 25 30 35 40
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Curva de calibraciéon de estandares de masa molecular de columna Superdex™ Peptide 10/300
GL (GE Healthcare Life Sciences) a temperatura ambiente. La separacién se realizd en
condiciones isocraticas usando una solucién 30 % (v/v) acetonitrilo, 0,1 % acido trifluoracético
(TFA) en agua Milli Q con como fase mévil con un flujo de 0,5 mL/min durante 60 min (ver Seccién
3.2.4).

La columna utilizada fue calibrada utilizando un estdndar compuesto por: alfa lactalbumina
(14.175 Da), aprotinina (6.512 Da), cadena beta de insulina oxidada (3495,9 Da), angiotensina Il
(1.046,2 Da), metionina-encefalina: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (573,7 Da), Gly-Phe (222 Da), Gly-Tyr
(238,2 Da) y Gly-Gly (132,12 Da).
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APENDICE 3

Digestion gastrointestinal simulada del péptido GYDTQAIVQ

1. Se utilizé la herramienta de simulacion tedrica (BIOPEP: Enzymes action for your
sequence) del tratamiento de la secuencia: GYDTQAIVQ con pepsina (pH 1,2), tripsina 'y
quimotripsina A.

BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
GY - DTQA - IVQ

2. Se realizd la busqueda de fragmentos activos entre los fragmentos resultantes del
tratamiento enzimatico simulado en la base de datos BIOPEP.

BIOPEP: Search for active fragments

Peptide Monoisotopic Chemical

No Sequence Location Name Function Activity
ID mass mass
1 3532 GY [1-2] ACE inhibitor Inhibitor of ACE 238.0840 238.2220
Angiotensin- inhibitor
Converting Enzyme
(ACE) (EC 3.4.15.1)
(MEROPS ID: XM02-
001)
2 8788 GY [1-2] dipeptidyl Inhibitor of Dipeptidyl dipeptidyl  238.0840 238.2220
peptidase IV Peptidase IV (EC peptidase
inhibitor (DPP  3.4.14.5) (MEROPS IV inhibitor
IV inhibitor) ID: S09.003)
3 9045 IVQ [7-9] ACE inhibitor Inhibitor of ACE 358.2100 358.4240

Angiotensin- inhibitor
Converting Enzyme

(ACE) (EC 3.4.15.1)
(MEROPS ID: M02-

001)

http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep
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APENDICE 4

Calculo de la constante de inhibicidon de los péptidos TTFHTSGY y DKVGINYWLAH a
partir de graficos de v, en funcion de concentracidn de inhibidor [l]

Los graficos de las FIGURAS 44A y 44B fueron ajustados a la siguiente ecuacion:

VMAx [S ]
Km

T+ Ky + 18]

Vy =

Utilizando el software OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) con:

_ AB
Y= Cx+D
K
A=VMax;B=[S];C=7’:’yD=KM+ [S]

Tabla 1. Ajuste no lineal del gréfico de v, vs [TTFHTSGY] (FIGURA 44A).

A I B I C I D

1] Equation y = A*B/(C*x+ D)

2| Adj. R-Square 0,99131

& Value Standard Error
ﬂ VO A 19,54215 0,59548
ﬂ VO B 0,6 0
6] vo C 0,00878 8,68349E-4
7| vo D 1,05 0

Tabla 2. Ajuste no lineal del gréfico de v,vs [DKVGIGNYWLAH] (FIGURA 44B).

A | B I c ] b
1| Equation y = A*B/(C*x+ D)
2| Adj. R-Square 0,98521
3] Value Standard Error
4] vo A 5466369 207747
E Vo B 0.9 0
6| vo G 0,03904 0,00444
7] vo D 1,35 0
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APENDICE 5

Cdlculo de la constante de inhibicién de los péptidos TTFHTSGY y DKVGINYWLAH a
partir de graficos de Cornish Bowden

Los graficos de las Figuras 47 y 48 fueron ajustados a la siguiente ecuacién:

[S] _ KMap I KMap + [S]

Vo K i VM ax VM ax

A partir de la pendiente se calculd la constante de inhibiciéon (K;) segun:

 pendiente Vygy

i

Tabla 1. Ajuste lineal del grafico de [S]/v, vs [TTFHTSGY] (gréficos de Cornish Bowden, FIGURA 47).

A [ B1 [ C1 [ c2

1| Equation y=a+b*
2| Piot [SIvo [S)vo [SIivo
3] Weight No Weighting
4] Intercept 0,02167 + 0,00372 0,03725 £ 0,00555 0,04299 £ 0,00215
5] Slope 2,4029E-4 + 321174E-5 2,41796E-4 + 4 79436E-5 2,3455E-4 + 1,80999E-5
6| Residual Sum of Squares 7,03088E-5 1,56672E-4 7,09816E-6
7] Pearson's r 0,97423 0,94578 0,99704
8 | R-Square(COD) 0,94913 0,8945 0,99408
9] Adj. R-Square 0,93217 0,85933 0,98816

Tabla 2. Ajuste lineal del grafico de [S]/v, vs [DKVGIGNYWLAH] (graficos de Cornish Bowden, FIGURA 48).

A [ B1 [ B2 [ B3

1| Equation y =a+ b*
2| Plot [SIvo [SIvo [SIvo
(3] Weight No Weighting
4] Intercept 0,00977 £ 0,0014 0,02224 + 0,00139 0,04119 £ 0,00315
[3] Slope 6,38321E-4 + 3,05815E-5 6,63741E-4 + 3,0338E-5 5,73183E-4 +6,87195E-5
6 Residual Sum of Squares 6,5466E-6 6,44278E-6 3,30566E-5
7] Pearson'sr 0,99771 0,99792 0,98593
8 R-Square(COD) 0,99543 0,99584 0,97206
9] Adj. R-Square 0,99315 0,99376 0,95808
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Anexos

ANEXO 1

Espectros de masas (MALDI-TOF/TOF) de fracciones del HLS separadas por SEC en
columna Sephadex G-25 (pooles A, B, Dy H)
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Figura 1. Espectro de masas de pool A.
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Figura 2. Espectro de masas de pool B.
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>BC[BP=7592,126]

4700 Reflector Spec #1 MC

1264

15v2°65L

SHOS'SPLT

TrBY 0091

85TY'969T
6y LTOT

£12v285T

602y VLET

sToEEszT

12669101

2e2e'sL6

o02iz 126

86V0'258

100

1720

1440

1160

Mass (m/z)

Figura 2. Espectro de masas de pool D.

=759.2,3358]

>BC[BP

4700 Reflector Spec #1 MC

584

g
L9891, 3
eV LToT
E
ceey 15T,
vege'sosT_]
20082821 _ 3
8298251

osoezzeT

YBYE'S6TT

1160

S09Z°0VTT
£SZEETTT
LyTE'E80T
SS0E'SKOT.
ze6zvz0t

£9TE'T00T__ ETTEE00T
TIL2T86_v062'616

61627226

682288

1681228

o1ezT8L
1v5265L

T822TIL

6£92°E89

1004
0
80
7
60
50
)
Ed
20
10

[

Mass (m/z)

Figura 2. Espectro de masas de pool H.
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Anexos

ANEXO 2

Informe de identificacidon de secuencias de péptidos derivados de ALA
purificados por cromatografia de afinidad

BUSQUEDAS EN BASES DE DATOS PUBLICAS

W Search parameters

Type of search : MS/MS lon Search
Enzyme : None

Variable modifications  : =fOxidation (M)
Mass values : Monoisotopic
Protein mass : Unrestricted

Peptide mass tolerance : +1.5Da
Fragment mass tolerance : £+ 1 Da

Max missed cleavages 10
Instrument type . ESI-TRAP
Number of queries . 15,152

Significance threshold 0.05
lons score cut off 52

Muestra: ALA-E1-B

http://ubypa8/mascot/cgi/master results 2.pl?file=20140524%2FF007683.dat#0:pr.eh=
1p.1

LALBA Bovin

|Mr(expt) ”Mr(calc) HDeIta HScore H Peptide

9155282 |915.4603 [0.0679 |54 | G.INYWLAH.K
[1155.4001[1155.4833 |-0.0832 |55 | T.TFHTSGYDTQ.A

[1286.8700[1286.5415 [0.3285 [69 | Q.NNDSTEYGLFQ.I

[1467.1347|1465.6838 |[1.4510 |54 | T.FHTSGYDTQAIVQ.N

[1566.6239(1566.7315 |-0.1076 |78 | T.TFHTSGYDTQAIVQ.N

CASA1_BOVIN

Mr(expt)  |Mr(calc)  |Delta  |Score | Peptide

11098.7176 ][1098.6033 ]0.1143 |60 | Q.EVLNENLLR.F

11633.5567 |[1632.7631 ]0.7936 |56 | S.FSDIPNPIGSENSEK.T

2103.3482 |2103.9596 |-0.6114 |114 || Y.TDAPSFSDIPNPIGSENSEK.T
2861.9364 |2862.3559 |0.4195 |52 || Y.VPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEK.T
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http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=..%2Fdata%2F20140524%2FF007683.dat;mod_name=Oxidation%20(M)
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140524%2FF007683.dat#0:pr.eh=1p,1
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140524%2FF007683.dat#0:pr.eh=1p,1
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=../data/20140524/F007683.dat;mod_name=Oxidation (M)

Anexos

CASAB_BOVIN

Mr(expt)  |Mr(calc) |Delta  |lScore || Peptide |
1270.2957 |1269.7081 |0.5876 |62 || L.LYQEPVLGPVR.G \
1383.1219 |1382.7922 |0.3298 |72 || F.LLYQEPVLGPVR.G |

Muestra: ALA-E1-E

http://ubypa8/mascot/cgi/master results 2.pl?file=20140524%2FF007684.dat

LALBA_Bovin

| Mr(expt) | Mr(calc) | Delta |Score || Peptide |
| 912.41 | 91239 | 0.0154 |57 | C.TTFHTSGY.D |
| 914.95 | 915.46 ] -05022 |B1 | G.INYWLAH.K |
| 992.74 | 99347 ] -07337 [B3 | S.GYDTQAIVQ.N |
| 1080.83 ][ 1080.50 ][ 0.3224 |58 | T.SGYDTQAIVQ.N |
| 1286.75 | 1286.54 |[0.2132 |68 || Q.NNDSTEYGLFQ.| |
| 1319.17 ][ 1318.61 ][ 05625 |63 | F.HTSGYDTQAIVQ.N |
| 1567.29 || 1566.73 | 0.5610 |68 || T.TFHTSGYDTQAIVQ.N |
| 1668.16 || 1667.77 ][ 0.3896 |68 || C.TTFHTSGYDTQAIVQ.N |
CASA1_BOVIN

IMr(expt) |Mr(calc) |Delta |[Score || Peptide

2104.99 [2103.95 [1.0380 |[101 || Y.TDAPSFSDIPNPIGSENSEK.T
2863.08  |2862.35 |0.7329 |84 | Y.VPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEK.T

|
1758.85 |11758.93 |-0.0850 |56 || K.HQGLPQEVLNENLLR.F |
|
|

CASB_BOVIN

| Mr(expt) || Mr(calc) || Delta “‘Score || Peptide
1270.0147 || 1269.7081 || 0.3066 63 || L.LYQEPVLGPVR.G
1383.0948 || 1382.7922 || 0.3027 63 || F.LLYQEPVLGPVR.G

HBBF_BOVIN

|Mr(expt) HMr(caIc) ||De|ta ||Score || Peptide |
1214.0272 |1213.6303 [0.3969 |83 || K.VDEVGGEALGRL.L |
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http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140524%2FF007684.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140524%2FF007682.dat;_ignoreionsscorebelow=51;_msresflags=3138;_msresflags2=10;_sigthreshold=0.05;ave_thresh=51;db_idx=1;hit=CASB_BOVIN;px=1;report=0
http://ubypa8/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140524%2FF007682.dat;_ignoreionsscorebelow=51;_msresflags=3138;_msresflags2=10;_sigthreshold=0.05;ave_thresh=51;db_idx=1;hit=HBBF_BOVIN;px=1;report=0
http://ubypa8/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140524%2FF007682.dat;_ignoreionsscorebelow=51;_msresflags=3138;_msresflags2=10;_sigthreshold=0.05;ave_thresh=51;db_idx=1;hit=HBBF_BOVIN;px=1;report=0

Anexos

BUSQUEDAS EN BASES DE DATOS LOCALES

ALA-E1-B
http://ubypa8/mascot/cgi/master results 2.pl?file=20140522%2FF007663.dat; ignoreionsscorebelow=0.

05; sigthreshold=0.05;report=0#1:pr.eh=

Type of search
Enzyme

Variable modifications

Mass values
Protein mass

Peptide mass tolerance

: MS/MS lon Search

: None

: = Oxidation (M)

: Monoisotopic
: Unrestricted
:+1.5Da

Fragment mass tolerance : £+ 1 Da

Max missed cleavages

Instrument type
Number of queries

01
: ESI-TRAP
1 13,740

Significance threshold 0.05

lons score cut off 35

| | Mr(expt) || Mr(calc) | Delta |Score || Peptide |
| M1 | 7475632 | 747.3915 | 0.1716 |38 | G.LFQINN.K |
| P8 | 771.9004 | 771.4854 | 0.4149 |47 | K.KILDKVG.| |
| | 802.5431 | 802.3762 | 0.1669 |36 | X.NYWLAH.K |
| P7 | 91555282 | 915.4603 | 0.0679 |54 | LINYWLAH.K |
| P1 | 916.9929 | 9164191 | 05738 |51 | LNNYWLAH.K |
| P3| 9716715 | 972.4817 | -0.8102 |50 | G.IGNYWLAH.K |
| | 986.8774 || 986.4974 | 0.3800 |39 | G.IANYWLAH.K |
| | 1016.6811 | 1016.5080 | 0.1732 |B6 | GITNYWLAH.K |
| P1 | 1054.4234 || 1054.4356 | -0.0122 |42 | TFHTSGYDTQ.A |
| | 1079.9605 || 1080.5451 | -0.5846 |339 | T.SGYDTQAIKV.Q |
| | 1135.2267 | 1135.5451 | -0.3184 |35 | V.GIYNYWLAH.K |
| P1 | 1155.4001 | 1155.4833 | -0.0832 |55 | TTFHTSGYDTQ.A |
| | 1159.1119 | 1158.5822 | 0.5297 |B6 | K.VGISNYWLAH.K |
| 3 | 1286.8700 || 1286.5415 || 0.3285 |62 | Q.NNDSTEYGLFQ.I |
] | 1300.5272 | 1300.6928 | -0.1656 |37 | D.KVGITNYWLAH K |
| | 1466.3202 || 1465.7202 | 0.6000 B9 | T.FHTSGYDTQAIKV.Q |
| P1 | 1467.1347 | 1465.6838 || 1.4510 [42 | T.FHTSGYDTQAIQV.Q |
] | 1467.2450 | 1466.6678 | 0.5772 |47 | TFHTSGYDTQAIEV.Q |
| P2 | 1566.6239 | 1566.7678 | -0.1439 |52 | TTFHTSGYDTQAIKV.Q |
] | 1669.2364 | 1667.8155 | 1.4209 |38 | CTTFHTSGYDTQAIKV.Q |
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http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=0.05;_sigthreshold=0.05;report=0#1:pr.eh
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=0.05;_sigthreshold=0.05;report=0#1:pr.eh
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=..%2Fdata%2F20140522%2FF007677.dat;mod_name=Oxidation%20(M)
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q3273p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:3273:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q3373p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:3373:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4241p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4241:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4271p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4271:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4748p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4748:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5403p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5403:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5973p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5973:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6554p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6554:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7264p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7264:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7657p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7657:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=../data/20140522/F007677.dat;mod_name=Oxidation (M)
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q3273p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:3273:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q3373p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:3373:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4241p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4241:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4271p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4271:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4748p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4748:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5403p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5403:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5973p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5973:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6554p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6554:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7264p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7264:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007663.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7657p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7657:1:duplicates

ALA-E1-E

http://ubypa8/mascot/cgi/master results 2.pl?file=20140522%2FF007677.dat

Type of search
Enzyme
Variable modifications

: None

Mass values
Protein mass
Peptide mass tolerance : +1.5Da
Fragment mass tolerance : + 1 Da
Max missed cleavages 01
Instrument type . ESI-TRAP
Number of queries 113,740

Significance threshold 0.05
lons score cut off 35

. MS/MS lon Search

: =l'Oxidation (M)
: Monoisotopic
: Unrestricted

Anexos

IH ||Mr(expt) HMr(caIc) HDeIta H Score H Peptide |
[ 3 J747.4834 [747.3915 [0.0919 | 41 ] G.LFQINN.K |
[ ®2 J771.9928 |771.4854 J0.5073 ]| 37 | K.KILDKVGL.I |
[ #6 JB11.2100 8113501 ]F0.1400 || 41 | T.TFHTSGY.D |
I I825.0261 [825.3293 |-0.3033 | 37 || T.FHTSGYD.T |
[ 2 Jo12.4132 J912.3978 J0.0154 || 57 | C.TTFHTSGY.D |
I l914.9581 [915.4603 |F0.5022 | 51 | LINYWLAH.K |
[ P2 Jo26.7511 [926.3770 J0.3741 || 43| T.TFHTSGYD.T |
I 1992.7249 |993.5131 |l0.7882 | 37 | S.GYDTQAIKV.Q |
I 092.7431 [993.4767 |F0.7337 | 39 | S.GYDTQAIQV.Q |
I [1027.1617 |[1027.4247 |0.2630 | 37 || C.TTFHTSGYD.T |
[ ®2 J1053.8431 [1054.4356 |0.5925 || 41| T.FHTSGYDTQ.A |
[ ®4 Jroso.8311 J1080.5451 ]p.2860 | 57 | T.SGYDTQAIKV.Q |
| 8 J1286.7547 [1286.5415 [0.2132 || 68 ] Q.NNDSTEYGLFQ.| |
I [1372.4372 |1371.6935 ]0.7436 | 45| L.DKVGIGNYWLAH.K |
I [1567.2924 |11566.7678 [0.5246 | 56 || T.TFHTSGYDTQAIKV.Q |
| ®1 J1667.0194 [1667.8155 |0.7961 || 44 | CTTFHTSGYDTQAIKV.Q |
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http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=..%2Fdata%2F20140522%2FF007677.dat;mod_name=Oxidation%20(M)
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4830p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4830:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5066p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5066:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5532p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5532:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6330p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6330:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6532p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6532:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7912p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7912:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q8113p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:8113:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q9867p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:9867:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522%2FF007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q11924p1;pr.eh=1%2C1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:11924:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification;file=../data/20140522/F007677.dat;mod_name=Oxidation (M)
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q4830p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:4830:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5066p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5066:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q5532p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:5532:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6330p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6330:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q6532p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:6532:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q7912p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:7912:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q8113p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:8113:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q9867p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:9867:1:duplicates
http://ubypa8/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20140522/F007677.dat;_ignoreionsscorebelow=35;_sigthreshold=0.05;pr.ed=1q11924p1;pr.eh=1,1p;report=0#tc:rf:hits:1:peptides:11924:1:duplicates

ANEXO 3

Reporte del analisis de los péptidos sintéticos

(PE

u
— ECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

Data Analysis Report

Peptide Name

Sequence

M.W. (Theoretical)

Reference No.,

% of Hydrophobic amino acids
% of Acidic amino acids

% of Basic amino acids

% of Neutral amino acids

Test

Appearance
Amount
MS (M+H")

MS (M+Na®)
MS (M+K")

Purity (HPLC)

Storage Conditions

Remarks

1
TTFHTSGY
912.96 g/mol
79574-001
12.5%

0%

12.5%

75%

Results
Lyophilized material
40.0 mg

914.87
(see raw data enclosed)
937.11

98.97% (HPLC, 220 nm, C18, linear gradient)
(see raw data enclosed)

-20°C

This product is supplied as triflucroacetate salt

Use recommended within 6 months from manufacturing date

(Analytical Data see next pages)

Peptide 2.0 Inc | www.peptide2.com | 800-301-6268 (T) | 703-637-9863 (F)
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Anexos

(PEPTIDE 2.0

"’ THE SECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

HPLC Data
HPLC Column Merck (250=4 6mm [.D.) C18
Detection wavelength 220 nm
Gradient 10-32%B in 22 min
Buffer A 0.05%TFAIn HO
Buffer B 0.05%TFAIn  90% CH,CN
Gradient A B
0.01 min 90% 10%
22.0min 68% 32%
221 min 0% 100%
32.0min STOP
m[x 1,000}
etector AChT:220nm §
2757 rlﬁf
250 ||
225 |
2.00] ||
1.759 |
1,50 ‘
1.25] ‘
1.00] |
0757 ‘
0501 |
|
0257 E f_‘ || ;
= 1 o3
" T “‘F”*F =
00 25 80 7% "100 125 180 175 " 200 i
PeakTable
Detector A Chl 220nm
Peals Ret. Time Area Area % Height
1 10.780 125474 0.191 11201
2 11.756 537538 0.820 25346
3 12.060 64865345 08.973 2842340
4 13.168 10121 0.015 1123
Total| 65538678 100.000
2

Peptide 2.0 Inc | www.peptide2.com | 800-301-6268 (T) | 703-637-9863 (F)
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(PEPTIDE 2.0

— THE SECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

MS Data

1004

904

801

701

@
e

e
kil

o INTENSITY

401

301

201

107

Voyager Spec #1[BP = 914.9, 26345]

914.87

93711

I
ilnsd " ._.J..Lvﬂh..l. - —
"

0
399.0

719.4 ' 1039.8 ) 1360.2 ' 1680.6
Mass (m/z)

At

0
2001.0

Peptide 2.0 Inc | www.peptide2.com | 800-301-6268 (T) | 703-637-9863 (F)
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Anexos

EPTIDE 2.0

THE SECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

Data Analysis Report

Peptide Name
Sequence

M.W. (Theoretical)
Reference No,

% of Hydrophobic amino acids
% of Acidic amino acids

% of Basic amino acids

% of Neutral amino acids

Test
Appearance
Amount

MS (M+H")

MS (M+Na’)
MS (M+K")

Purity (HPLC)

Storage Conditions

Remarks

2
GYDTQAIVQ
994.08 g/moal
79574-002
33.33%
11.11%

0%

55.56%

Results
Lyophilized material
40.0 mg

995.90
(see raw data enclosed)
1017.65

98.03% (HPLC, 220 nm, C18, linear gradient)

(see raw data enclosed)

-20°C

This product is supplied as triflucroacetate salt

Use recommended within & months from manufacturing date

(Analytical Data see next pages)
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(PEPTIDE 2.0

S THE SECOND GENERATION FOR PEFTIDE S§YNTHESIS

HPLC Data
HPLC Column Merck (250=4. 6mm |.D.) C18
Detection wavelength 220 nm
Gradient 15-30%B in 15 min
Buffer A 0.05%TFAIn  HO
Buffer B 0.05%TFA In  90% CH,CN
Gradient A B
0.01 min 85% 15%
15.0 min T0% 30%
151 min 0% 100%
250 min STOP
mV
(630
8
380 i‘
|
490 |
|
410

|
{280 I
|
|
o |
|
|
1
10 |
\
i
\
, o\
— }
0 i ; t i i 1 : : ooy : =
Peak Results
Rank  Time Name  Cone, Area Height
1 B 861 0. 38241 37296 3202
2 9, 196 g8, 03 0560378 554853
3 10, 109 1. 582 154306 TR31
Total 100 751980 AGHRAG
2
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MS Data

Voyager Spec #1[BP = 995.9, 12083]
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TN W COND OEHERLTION FOR FEFTIDE 3 TRTHERSR

Data Analysis Report

Peptide Name 3

Sequence DEVGIGHYWLAH
M.W. (Theoretical) 137256 gfmaol
Reference Ho. TA5T4-003

% of Hydrophobic amino acids  41.67%

% of Acidic amino acids 8.33%

%% of Basic amino acids 16.67%

%% of Neutral amino acids 33.33%

Test Results

Appearance Lyophilized matsrial

Amount 40.0 mg

M5 (M+H") 137295
(see raw data enclosed)

M5 (M+Na) 139455

MS (M+K)

Purity (HPLC) 95.51% (HPLC, 220 nm, C18, linsar gradient)
(see raw data enclosed)

Storage Conditions -20°C

Remarks This product is supplied as trifluoroacetate =alt

Use recommendad within § months from manufacturing date

{Analytical Data see next pages)

Peptida 2.0 Inc | waww_paptide2 com | 800-301-6268 (T) | 703-637-2863 (F)
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(PEPTIDE 2.0

THE SECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

HPLC Data

HPLC Column
Detection wavelength
Gradient

Merck (250%4 6mm 1.0.) C18
220 nm
20-35%B in 15 min

Buffer A 0.05%TFAIn HO
Buffer B 0.05%TFA In  90% CHaCN
Gradient A B
0.01 min 80% 20%
15.0 min 65% 35%
15.1 min 0% 100%
25.0 min STOP
I
|
|
|
|
x| B z
— - —Lm—“———'#i

Pea'k Res ullts

Ra Time Name  Conc. Area Height
1 8. 302 0. 2365 ORAA

2 8. 664 0, 2216 R

3 9,071 98, 5l WI8L52

1 9. 363 0, THEE 32177

5 12,904 0. 2498 10191

Total 100 w7a2os TOR5R3

Peptide 2.0 Inc | www.peptide2.com | 800-301-6268 (T) | 703-637-9863 (F)
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(PEPTIDE 2.0

THE SECOND GENERATION FOR PEPTIDE SYNTHESIS

MS Data

Anexos
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ANEXO 4

Anexos

Valores de ICso y secuencias de péptidos inhibidores de ECA-I derivados de ALA
depositados en BIOPEP

http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep

ID of protein: 1115 alpha-lactalbumin, gen. var. B, precursor, bovine (Bos taurus)

Protein sequence:

MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINN

KIWCKDDQNPHSSNICNISCDKFLDDDLTDDIMCVKKILDKVGINYWLAHKALCSEKLDQWLCEKL

ID Name of peptide Number | Sequence Location IC 50 uM

3384 ACE inhibitor 1 VF [27-28] 9,2

3488 iACE inhibitor from sake 1 YW [122-123] 105
ees ,
ACE inhibitor (a-La 105-

3514 110) 1 LAHKAL [124-129] 621

3532 ACE inhibitor 2 GY [36-37],[54-55] 210
ACE inhibitor (from bovine

3551 beta-Lg) 2 LF [13-14],[71-72] 349

3553 ACE inhibitor 2 YG [37-38],[69-70] 1523
a-lactokinin (a-La 50-53)

354 ACE inhibitor ! YGLF [69-72] 733
ACE inhibitor (fragment of

3970 a-lactalbumin; 104-108) 1 WLAHK [123-127] 77
ACE inhibitor (fragment of

3971 bovine a-La) 1 VGINYWLAHK [118-127] 327
ACE inhibitor (from bovine

3973 a-La) 1 YGL [69-71] 409

7544 ACE inhibitor 1 W [78-79] 4,7
ACE inhibitor from

7558 buckwheat 1 VK [111-112] 13

7585 ACE inhibitor 1 LA [124-125] 310

7592 ACE inhibitor 1 FR [28-29] 920

7594 ACE inhibitor 2 VG [10-11],[118-119] 1100

7596 ACE inhibitor 2 Gl [11-12],[119-120] 1200

7599 ACE inhibitor 1 GL [70-71] 2500

7604 ACE inhibitor 1 KG [35-36] 3200

7608 ACE inhibitor 1 GV [39-40] 4600

7616 ACE inhibitor 1 GG [38-39] 7200

7618 ACE inhibitor 1 SG [53-54] 8500

7647 ACE inhibitor 1 YGG [37-39] 1001

7682 ACE inhibitor from garlic 1 NY [121-122] 32,6

7685 ACE inhibitor from garlic 1 SF [3-4] 130,2
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7692 ACE inhibitor 1 KF [98-99] 28,3
7693 ACE inhibitor from 2 KL [133-134],[141-142]
wakame
50,2
ACE inhibitor from
7698 akame 1 NK [76-77] 310
7743 ACE inhibitor 1 KA [127-128] 31,5
ACE inhibitor from shark
7782 meat hydrolysate 1 EY [68-69] 2,68
7828 ACE inhibitor 1 EV [26-27] nd
7830 ACE inhibitor 1 TE [67-68] nd
7834 ACE inhibitor 2 TQ [17-18],[57-58] nd
7835 ACE inhibitor 1 AH [125-126] nd
7838 ACE inhibitor 1 EW [44-45] nd
7840 ACE inhibitor 2 EK [132-133],[140-141]
nd
7843 ACE inhibitor 1 PH [86-87] nd
7844 ACE inhibitor 1 HK [126-127] nd
8185 ACE inhibitor 1 TF [49-50] 18
8193 ACE inhibitor 1 Al [59-60] 3,41
9045 ACE inhibitor 1 IVQ [60-62] 95,5
9076 ACE inhibitor 1 FQ [72-73] 51,29
9079 ACE inhibitor 2 IL [12-13],[114-115] 5495
9085 ACE inhibitor 1 MM [1-2] 547,5
9107 ACE inhibitor 2 WL [123-124],[137-138]
41,4
9111 ACE inhibitor 1 DKVGINY [116-122] 84,2
9113 ACE inhibitor 1 KGYGGVSL [35-42] 253,6
9114 ACE inhibitor 1 DKVGINYW [116-123] 25,2
9115 ACE inhibitor 1 KGYGGVSLPEW [35-45] 0,8
9184 ACE inhibitor 1 ST [66-67] 4,03
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