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INTRODUCCIÓN

1. ENZIMAS PROTEOLÍTICAS

Las enzimas proteoIiticas son hidro lasas que catalizan la ruptura de la 

unión peptídica, por lo que participan en todas las reacciones que impliquen la 

degradación de proteínas. Pueden producir modificaciones altamente 

específicas, tales como la conversión de prohormonas en hormonas (Green, 

1984), el clivaje de péptidos señal de proteínas de secreción o asociadas a 

membranas (Lively & Ashwell, 1999) o la activación de zimógenos (Stennicke 

& Salvesen, 2000); en todas las células es fundamental su participación en el 

recambio proteico intracelular y la apoptosis. En animales intervienen en 
procesos tales como la coagulación de la sangre, la Iisis o disolución del 

coágulo de fibrina y la digestión (donde actúan las enzimas pancreáticas 

tripsina y quimotripsina). En vegetales podemos mencionar su participación en 

la germinación -degradando las proteínas de reserva-, en la regulación de los 

procesos biológicos del desarrollo y el crecimiento de órganos vegetativos, en 

la defensa contra patógenos y en procesos de senescencia. (Gepstein et al., 

2003).En microorganismos participan en la esporulación, en la incorporación 

de nutrientes tales como aminoácidos o pequeños péptidos obtenidos por 
acción de proteasas extracelulares y en múltiples reacciones intracelulares (Rao 

et al., 1998).

1.1. Importancia Biotecnológica de las Proteasas
Desde hace ya varios años, el mercado mundial de enzimas está casi 

monopolizado por las hidrolasas, que representan alrededor del 75 % de las 

enzimas que se comercializan con diferentes propósitos industriales. Dentro de 

ellas las proteasas representan uno de los tres grupos más importantes y 
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abarcan aproximadamente el 60 % del total de enzimas comercializadas (Rao 
el al., 1998).

No existen dudas de que los resultados de la búsqueda y caracterización 

de enzimas proteolíticas han beneficiado a la humanidad de diferentes formas y 

todo hace prever que lo seguirá haciendo en el futuro. La enzimología ha 

experimentado grandes avances al igual que sus aplicaciones tecnológicas. Una 

de las más claras indicaciones al respecto la constituyen las enormes ventas 

anuales de la industria farmacéutica relacionada con diferentes aplicaciones de 

las peptidasas en el campo de la salud humana (Barret, 1999). Son bien 

conocidos los usos de la quimopapaína en el tratamiento de hernias de disco y 

de la bromelaína y ananaína en el tratamiento de heridas (Rawlings et al., 

2006). Por otra parte es necesario mencionar la importancia de su conocimiento 

por ser drogas "blanco" al participar en diferentes etapas de varias 

enfermedades; la familia Cl contiene muchas drogas "blanco" tales como la 

catepsina B en el cáncer (Podgorski & Sloane, 2003), la catepsina S en el 

control de presentación de antígenos (Driessen et al., 1999) y, potencialmente, 

para la atenuación de la respuesta inmune, la catepsina K en la osteoporosis y 

la catepsina L por su rol en el procesamiento de antígenos y en el metabolismo 

de células tumorales.

Existen además variados ejemplos de procesos industriales en los que 

son utilizadas las enzimas proteolíticas. Los más frecuentes están relacionados 

a la industria alimentaria, entre los que se pueden mencionar la tiernización de 

carnes por hidrólisis parcial de las proteínas del tejido conectivo y las de las 

mismas fibras musculares; la panificación, donde las proteasas se adicionan 

para mejorar la manipulación de la masa, así como mejorar su elasticidad y la 

textura del gluten lográndose un incremento sustancial del volumen y la 

consiguiente reducción del tiempo de amasado; la producción de cerveza en la 

que las enzimas proteolíticas permiten mantener una adecuada proporción de 

proteína coloidal, logrando que la cerveza tenga "cuerpo" y produzca espuma 
abundante y duradera a bajas temperaturas; en la elaboración de quesos las 

proteasas se emplean para coagular la leche y, eventualmente, obtener sabores 
diferentes durante su maduración; además la hidrólisis parcial de diferentes 
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proteínas permite incrementar su solubilidad, capacidad emulgente y poder 

espumígeno u obtener hidrolizados proteicos adecuados para elaborar 

productos especiales para personas con dificultades alimentarias (Iizuka & 

Aishima, 1999 y 2000). Otra industria que emplea grandes cantidades de 

enzimas proteolíticas , habitualmente asociadas a Iipasas y amilasas, es la de la 

fabricación de polvos detergentes. Por su parte, en la industria textil muchos 

tipos de fibras deben ser "encoladas" para aumentar la resistencia a la tracción 

y a la abrasión y el hilado requiere ser luego "desencolado" para lo que se 

utilizan proteasas. Además, en la industria del cuero las proteasas se emplean 

en la depilación de la piel y en el "batido", que permite la remoción de restos 

de pelos, glándulas, células epiteliales y tejidos superficiales (Bajza & Vrcek, 

2001). En el tratamiento de efluentes industriales el uso de proteasas permite 

reducir la viscosidad de líquidos con alto contenido proteico, facilitando su 

transporte a través de los conductos de desagote y proveyendo un material 

fácilmente biodegradable (Mantell et al., 1986; Uhlig, 1998).

1.2. Nomenclatura de las Peptidasas
Como hemos mencionado, las enzimas que desempeñan el rol central en 

la degradación de las proteínas han sido conocidas tradicionalmente como 

"enzimas proteolíticas", término equivalente al de "proteasas" y también al más 
moderno de "péptido-hidrolasas". Por su parte, el Comité de Nomenclatura de 

la Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (NC-IUBMB, 

1984) recomendó el uso del término peptidasas para designar a las enzimas 

pertenecientes al subgrupo de las hidrolasas que escinden uniones peptídicas 

(péptido-hidrolasas, subclase EC 3.4). Los términos “proteasas” y “enzimas 

proteolíticas” que siguen siendo ampliamente utilizados son sinónimos del 

recomendado por la NC-IUBMB: “peptidasas”.

Las peptidasas comprenden dos grandes grupos de enzimas: las 

endopeptidasas y las exopeptidasas, que rompen uniones peptídicas en 

diferentes zonas del interior de la proteína o que remueven Secuencialmente 

uno o más aminoácidos desde los extremos carboxilo o amino, respectivamente 

(Barrett, 2001).
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1.3. Sistemas de Clasificación de Peptidasas
En la actualidad, se pueden reconocer algo más de 2000 peptidasas 

diferentes y su número aumenta día a día (Rawlings et al., 2006). Esto ha 

llevado a la necesidad de contar con un sistema adecuado para su clasificación 

y nomenclatura.

A diferencia de casi todas las demás enzimas, la especificidad de sustrato 

de las peptidasas resulta extremadamente difícil de definir, hecho que llevó a 

Hartley (1960) a proponer una clasificación de las mismas basada en las 

características de sus respectivos mecanismos catalíticos, de este modo se 

diferenciaron cuatro grupos: serínicas, cisteínicas, aspárticas (primeramente 

denominadas proteasas ácidas) y metalopeptidasas. En la actualidad se ha 

incluido el grupo de las proteasas treonínicas. Cada uno de los tipos de 

proteasas mencionadas posee un mecanismo catalítico distintivo, aunque 

pueden agruparse en dos grandes categorías: las que forman complejos 

Covalentes entre la enzima y el sustrato (serínicas, cisteínicas y treonínicas) y 

las que no forman complejos enzima-sustrato covalentes (aspárticas y 

metalopeptidasas). A pesar de las diferencias señaladas, debe tenerse en cuenta 

que el proceso principal (la escisión de la unión peptídica) es idéntico en todos 

los casos. Los grupos químicos específicos que participan en las distintas 

etapas de la proteólisis son diferentes en los cinco tipos de proteasas 

mencionadas, pero el resultado neto es el mismo.
Las peptidasas serínicas, cisteínicas y treonínicas son catalíticamente 

muy diferentes a las aspárticas y a las metalopeptidasas; el nucleófilo del sitio 

catalítico de las primeras es parte de un aminoácido (serina, cisterna o treonina, 

respectivamente), en tanto que en los dos últimos tipos es una molécula de 

agua activada.
El aporte inicial de Hartley (1960) al ordenamiento de las enzimas 

proteolíticas contribuyó al establecimiento de los dos sistemas actuales de 

clasificación y nomenclatura de peptidasas: el de la Comisión de Enzimas y el 

sistema MEROPS.
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1.3.1. El Sistema EC de Clasificación de Peptidasas
El sistema internacionalmente reconocido para la clasificación y 

nomenclatura de todas las enzimas, incluidas las peptidasas, es el de la Unión 

Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (IUBMB). El Comité de 

Nomenclatura de la IUBMB es el sucesor de la Comisión de Enzimas (Enzyme 

Commission, EC), quien en 1961 asignó un código numérico a los distintos 

tipos de enzimas, agrupándolas en seis clases: Oxidorreductasas (EC 1), 

Transferasas (EC 2), Elidrolasas (EC 3), Liasas (EC 4), Isomerasas (EC 5) y 

Ligasas (EC 6).

Una de las clases más abundantes es la de las hidrolasas, que rompen 

uniones covalentes por incorporación de una molécula de agua. Dentro de ella 

se encuentra la subclase EC 3.4, que está constituida por las enzimas que 

hidrolizan específicamente las uniones peptídicas (peptidasas) y que a su vez 

contiene catorce diferentes sub-subclases, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistema EC de clasificación de peptidasas. El número entre paréntesis indica 
el número de entradas registradas hasta la fecha según el Comité de 
Nomenclatura Bioquímica (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/
enzyme∕EC34∕index.html)

Sub-subclase Tipo de peptidasa

EC 3.4.11 Aminopeptidasas (20)

EC 3.4.13 Dipeptidasas (11)

EC 3.4.14 Di- y Tripeptidil-peptidasas (8)

EC 3.4.15 PeptidiLdipeptidasas (3)

EC 3.4.16 Carboxipeptidasas serínicas (4)

EC 3.4.17 Metalocarboxipeptidasas (18)

EC 3.4.18 Carboxipeptidasas cisteínicas (1)

EC 3.4.19 Omega peptidasas (9)

EC 3.4.21 Endopeptidasas serínicas (84)

EC 3.4.22 Endopeptidasas cisteínicas (40)

EC 3.4.23 Endopeptidasas aspárticas (37)

EC 3.4.24 Metaloendopeptidasas (80)

EC 3.4.25 Endopeptidasas treoninicas (1)

EC 3.4.99 Endopeptidasas de mecanismo desconocido (O)
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Según la localización de los enlaces, dentro de la molécula de proteína, 

que son hidrolizados se pueden reconocer dos grandes grupos de peptidasas: el 

primero de ellos incluye a las exopeptidasas (EC 3.4.11 a 3.4.19) y el segundo 

a las endopeptidasas (EC 3.4.21 a 3.4.25 y EC 3.4.99).

Las exopeptidasas actúan únicamente en los extremos de la cadena 

polipeptídica. Las que hidrolizan desde el N-terminal pueden liberar un único 

residuo aminoacídico (aminopeptidasas, EC 3.4.11) o un di- o untripéptido (di- 

y tripeptidil-peptidasas, EC 3.4.14). A su vez las que actúan sobre el C- 

terminal pueden liberar un único amino ácido (Carboxipeptidasas, EC 3.4.16- 

18) o un dipéptido (peptidil-dipeptidasas. EC 3.4.15). Las Carboxipeptidasas se 

agrupan en sub-subclases diferentes sobre la base de sus mecanismos 

catalíticos: Carboxipeptidasas serínicas (EC 3.4.16), cisteínicas (EC 3.4.18) y 

Inetalocarboxipeptidasas (EC 3.4.17). Otras exopeptidasas son específicas para 

dipéptidos (dipeptidasas, EC 3.4.13) o remueven residuos terminales que están 

sustituidos, ciclados o unidos por uniones isopeptídicas (omegapeptidasas, EC 

3.4.19).

Las endopeptidasas hidrolizan uniones peptídicas internas de las 

cadenas proteicas. En el sistema EC las endopeptidasas son divididas en sub

subclases en función de su mecanismo catalítico, tal como lo propusiera 

originalmente Hartley (1960). Así, las endopeptidasas serínicas (EC 3.4.21) 

poseen un residuo serina en el sitio activo, las endopeptidasas cisteínicas (EC 

3.4.22) exhiben un residuo cisterna y las endopeptidasas aspárticas (EC 3.4.23) 

un residuo aspártico (frecuentemente dos); por su parte las metalopeptidasas 

(EC 3.4.24) requieren de la presencia de un ion metálico (a menudo, aunque no 

siempre, Zn2+). Más recientemente se han encontrado peptidasas con un 

residuo treonina en lugar de serina en su sitio activo (Seemiiller et al., 1995) 

por lo que en el año 2000 fue creada la sub-subclase EC 3.4.25, que posee una 

única entrada asignada hasta la fecha.
Schechter & Berger (1967) han propuesto un modelo conceptual para 

referirse a la especificidad de una peptidasa. En este modelo se consideran los 

diferentes residuos de aminoácido del sustrato (P) que se unen a los 

correspondientes subsitios del sitio activo de la enzima (S). Estos residuos se 
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numeran a partir del enlace a ser escindido como Pl, P2, P3, etc. hacia el N- 

terminal, en tanto que se denominan PΓ, P2', P3', etc. los que se encuentran 

hacia el C-terminal. Los subsitios de la peptidasa que “acomodan” los 

correspondientes residuos del sustrato se numeran como SL S2, S3 y SΓ, S2', 

S3', respectivamente, (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo del sistema de nomenclatura de Schechter y Berger para los 
subsitios del sitio activo de una peptidasa.

1.3.2. El Sistema MEROPS de Clasificación de Peptidasas
Este sistema de clasificación para peptidasas ha sido propuesto por 

Rawlings & Barret en 1993 y fue enriquecido a través de sucesivas 

comunicaciones (Rawlings & Barrett, 1994 a,b y 1995 a,b), dando lugar 
finalmente a la base de datos MEROPS (http://www.merops.co.uk), un sistema 

de clasificación de peptidasas que se basa en una construcción jerárquica sobre 

los conceptos de tipo catalítico, clan, familia y peptidasa.

El tipo catalítico de una peptidasa está relacionado con la naturaleza 

química de los grupos que participan en la reacción de catálisis del mismo 

modo que fuera establecido por Hartley (1960). Los tipos catalíticos 

reconocidos en este sistema de clasificación son los ya nombrados en el ítem 

anterior: el cisteínico (C), el serínico (S), el treonínico (T), el aspático (A), el 

de las metalo proteasas (M) y el de aquellas peptidasas que aún no han sido 

clasificadas (U, unclassified). Desde el año 2004, a partir de la publicación de 
Fujinaga et al. (2004), MEROPS ha reconocido un nuevo tipo catalítico de 

peptidasas: las peptidasas glutámicas (G), aún no aceptado en el sistema EC.

La letra inicial en mayúscula de cada tipo catalítico es usada para dar 

nombre a las familias y clanes (Tabla 2). Los clanes y familias son grupos de 
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peptidasas homologas. Un clan contiene una o más familias que parecen 

provenir de un único ancestro. La homología a nivel de clan está dada por la 

similitud en sus estructuras terciarias o, cuando sus estructuras no están 

disponibles, por el orden de los residuos del sitio catalítico en Ia cadena 

polipeptídica y a veces por los motivos (a nivel de estructura Suprasecundaria) 

de secuencias comunes alrededor de los residuos catalíticos. Una familia está 

constituida por un grupo de peptidasas en el que la similitud está dada a nivel 

de secuencia aminoacídica, con prioridad en la zona de la molécula responsable 

de la actividad peptidásica (Barrett et al., 2004).

Los nombres de los clanes están formados por la letra inicial y 

mayúscula correspondiente al tipo catalítico, seguida de una segunda letra 

mayúscula asignada en forma secuencial. Algunos clanes contienen familias de 

peptidasas de más de un tipo catalítico (cisteínicas, serínicas y treonínicas) y en 

ese caso la letra usada para identificar el clan es la “P”. Cada familia de 

peptidasas es nombrada con una letra que denota el tipo catalítico seguida de 

un número también asignado en forma secuencial. Algunas familias contienen 

dos o más grupos de peptidasas con cierto grado de diferencias tal que 

permiten agruparlas en subfamilias.

Cada peptidasa tiene asignado un único identificador dado por el 
nombre de la familia separado por un punto decimal del número arbitrario de 

tres dígitos.

Tabla 2. Los tres niveles del Sistema MEROPS de clasificación de peptidasas. Los
Identificadores usados comienzan con una letra que indica el tipo catalítico de las 
peptidasas (A: aspárticas; C: cisteínicas: G: glutámicas. M: metalopeptidasas: S: 
serínicas; T: treonínicas; U: sin clasificar). La letra P se usa para identificar clanes que 
contienen peptidasas de más de un tipo catalítico (Rawlings et al., 2006).

Nivel Descripción Identificadores

Clan Conjunto de familias en las que todas las peptidasas han 
evolucionado a partir de un único ancestro. Las familias en 
el mismo clan tienen en común que las peptidasas que las 
integran exhiben tipos de plegamiento similares

A, C, G, M, P, S,
T,U

Familia Una familia incluye peptidasas que presentan homología en 
su secuencia aminoacídica

A, C, G, M, S, T, 
U

Peptidasa Una peptidasa se distingue de las demás por diferencias en la 
actividad, estructura u origen genético

A, C, G, M, S, T, 
U

Cynthia Sequeiros- 2006 8



Proteasas de Philibertia gilliesii - INTRODUCCIÓN

1.3.2.1. Clanes y familias de peptidasas cisteínicas
Las peptidasas en las que el nucleófílo que ataca la unión peptídica 

escindible es el grupo Sulfhidrilo de un residuo de cisterna (Cys) son conocidas 

como peptidasas de tipo cisteínico. El mecanismo catalítico es similar al de las 

peptidasas serínicas y treonínicas, en las que se requieren un nucleófílo y un 

donador de protón; el donador de protones en todas las peptidasas cisteínicas 

en las que se lo ha identificado es un residuo de histidina (His), tal como ocurre 

en la mayoría de las peptidasas de tipo serínico y treonínico. En algunas 

familias sólo la diada Cys-His parece ser esencial para la catálisis, mientras que 

en otras hay evidencias de que se requiere un tercer residuo para orientar 

adecuadamente el anillo imidazol de la His (Barrett et al., 2004). Las 

peptidasas cisteínicas actualmente se clasifican en siete clanes y tres subclanes, 

las familias que los constituyen, así como los residuos catalíticos y la estructura 

secundaria característicos se indican en la Tabla 3

Clan o Subclan Familia o 
Subfamilia

Enzima representativa

CA
Residuos catalíticos: Gin, Cys. His, 
Asn (ó Asp)
Plegamientos: hélices y barril β

ClA Papaina (Carica papaya)

ClB Bleomicina hidrolasa (Saccharomyces cerevisiae)
C2 Calpaina 2 (Homo sapiens)
C6 Proteinasa de potivirus (virus Y de papa)
C7 Endopeptidasa p29 del virus del tizón del castaño 

(Cryphonectria hypovirus)
C8 Endopeptidasa p48 del virus del tizón del castaño 

(Cryphonectria hypovirus)
C9 Endopeptidasa nsP2 del virus Sindbis (Sindbis virus)
ClO Streptopaina (Streptococcus pyogenes)
C12 Ubiquitina C-terminal hidrolasa Uch-Ll (Homo sapiens)

C16A Endopeptidasa 1 del coronavirus de la hepatitis de ratón
C16B Endopeptidasa 2 del coronavirus de la hepatitis de ratón
C19 Proteasa 14 específica para ubiquitina (Homo sapiens)
C21 Endopeptidasa de timovirus (virus del mosaico amarillo 

del nabo)
C23 Endopeptidasa del Carlavirus (virus que ataca el tallo de 

manzana)
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C27 Endopeptidasa del virus de la rubéola
C28 L proteinasa del virus de la aftosa
C31 α-Eπdopeptidasa del arterivirus del síndrome respiratorio 

y reproductivo porcino
C32 Proteinasa cisteínica del virus de la arteritis equina
C33 Proteinasa cisteínica del arterivirus equino Nsp2
C36 Endopeptidasa del furovirus de la necrosis amarilla de las 

nervaduras de remolacha
C39 Peptidasa procesadora de bacteriocina (Pediococcus 

acidilactisi)
C40 dipeptidyl-peptidasa VI (Bacillus sphaericus)
C42 Endopeptidasa del virus de la remolacha amarilla
C47 Stafopaina (Staphylococcus aureus)
C51 D-Alanil-Glicil endopeptidasa (Staphylococcus aureus)
C54 Peptidasa Aut2 (Saccharomyces cerevisiae)
C58 Peptidasa Yop T (Yersinia pestis)
C64 Peptidasa deubiquitinadora de cesarme (Homo sapiens)
C65 Otubain-]. (Homo sapiens)
C66 Peptidasa IdeS (Streptococcus pyogenes)
C67 Proteina CylD (Homo sapiens)
C71 Endoisopeptidasa pseudomureina Pei (Methanobacterium 

phage psiM2)
C72 HopPtoN g.p. (Pseudomonas syringae)
C76 Peptidasa deubiquitinadora de UL36 (Human herpesvirus

1)
SubcIan PA (C)

Residuos catalíticos: His, Cvs
Plegamientos: dos barriles β

C3A Picomaina 3C del virus de la poliomielitis tipo 1
C3B Picomaina 2A del vims de la poliomielitis tipo 1
C3C Picomaina 3C del vims de la aftosa
C3D Picomaina 3C del comovirus del mosaico de garbanzo
C3E Picomaina 3C del vims de la hepatitis A
C3F Picoraaina 3C del paraecovirus 1 humano
C3G Endopeptidasa del vims del tungro del arroz
C4 Endopeptidasa de potyvirus de la lesión de chuela

C24 Endopeptidasa 3C del virus virus de la enfermedad 
hemorrágica del conejo

C30 Endopeptidasa tipo picomaína 3C del Coronavims de la 
hepatitis de ratón

C37 Peptidasa procesadora del vims Southampton
C62 Peptidasa del tipo 3C de vims (gill-associated vims)
C74 Peptidasa del pestivims NS2 (bovine viral diarrhea vims 

D
Subclan PB (C)

Residuos catalíticos: Cys N- 
terminal de la proteína madura 
Plegamientos: 4 capas a, β, β, α

C44 Precursor de amidofosforribosiltransferasa (Homo 
sapiens)

C45 Precursor de acil-transferasa (Penicillium chrysogenum)
C59 Acilasa penicilina V (Bacillus sphaericus)
C69 Dipeptidasa A (Lactobacillus helveticus)

CD
Residuos catalíticos: His, Cys 
Plegamientos: β, α, β sandwich

Cll Clostripaina (Clostridium Iiistolyticum)
C13 Legumaina (Canavalia enstformis)
C14 Caspasa 1 (Rattus norvegicus)
C25 Gingipaina R (Porphyromonas gingivalis)
C50 Separasa (Saccharomyces cerevisiae)

CE C5 Adenaina (adenovirus humano tipo 2)
C48 Endopeptidasa Ulpl (Saccharomyces cerevisiae)
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Residuos catalíticos: His, Asp (ó C55 Proteasa YopJ (Yersinia pseudotuberculosis)
Asn), Gin, Cys C57 Peptidasa procesadora del virus 17 de vaccinia
PIegamientos: Barril β, hélices C63 Peptidasa procesadora del virus (Africanswine fever 

virus)
CF

Residuos catalíticos: Glu, His, Cys 
Plegamientos: a, β, a sandwich

C15 Piroglutamil-peptidasa I (Bacillus amyloliquefaciens)

CH
Residuos catalíticos: Cys, Thr, His 
Plegamiento: β

C46 Proteina de Hedgehog (Drosophila melanogaster)

Subclan PC (C) C26 Y-Glutamil hidrolasa (Rattus norvegicus)

Residuos catalíticos: Cys, His 
Plegamientos: a, β, a sandwich

C56 PfpI endopeptidase (Pyrococcus furiosus)

CL C60A Sortasa A (Staphylococcus aureus)

Residuos catalíticos: His, Cys 
Plegamiento: Barril β, hélices a

C60B Sortasa B (Staphylococcus aureus)

C- CI8 Peptidasa 2 del virus de la hepatitis C
Residuos catalíticos: no aplicable
Plegamientos: no aplicable

C53 Endopeptidasa Npro de pestivirus (virus de la fiebre 
clásica de cerdo)

C70 AvrRpt2 g.p. (Pseudomonas syringae)

Tabla 3. Clanes y familias de peptidasas cisteínicas (basado en Barrett et al., 2004 y 
actualizado de la base de datos MEROPS (Rawlings et al., 2006).

1.3.2.1.1. Clan CA
La papaína fue la primer peptidasa cisteínica claramente reconocida 

como tal, asimismo fue elegida como enzima representativa de la familia Cl y 

del clan CA. La estructura cristalina de esta enzima muestra dos dominios 
estructurales separados por una hendidura donde se encuentra el sitio activo. El 

dominio R, denominado de este modo por su posición a la derecha en la vista 

estándar mostrada en la Figura 2, contiene un motivo barril β formado por 

hojas β antiparalelas y consta mayoritariamente de aminoácidos cercanos al 

extremo C-terminal -por lo cual Barret et al. (2004) lo denominan dominio C- 

terminal- aunque el propio C-terminal y los aminoácidos más cercanos a él 

cruzan hacia el otro dominio. Por su parte, el dominio L -ubicado a la 

izquierda- consta de un conjunto de hélices a y está constituido 

mayoritariamente de aminoácidos cercanos al extremo N-terminal -por lo cual 

Barret et al. (2004) lo denominan dominio N-terminal- aunque el propio N- 

terminal y los aminoácidos más cercanos a él cruzan hacia el dominio R. Una 

larga hélice a, perteneciente al dominio N-terminal, se encuentra situada en el
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medio de la molécula ubicada sobre el borde de la hendidura catalítica y 
. . . OC .

contiene el residuo de cisterna del sitio activo (Cys , numeración de papaína, 

no mostrada) que se ubica al comienzo de dicha hélice.

El clan CA contiene, hasta el momento, 32 familias de acuerdo a la 

información hallada en la base de datos MEROPS (Rawlings et al., 2006). 

Muchas de ellas han sido introducidas en este clan sobre la base de su 

estructura dilucidada a través de estudios cristalográficos como la familia C2 

(calpaína), la familia ClO (estreptopaína), la familia Cl2 (ubiquitina C- 

terminal hidrolasa), la familia C19 (hidrolasa específica para ubiquitina), la 

familia C28 (L-proteinasa del virus de la aftosa) y la familia C47 (estafopaína). 

Otras familias son asignadas al clan CA porque contienen motivos de 
secuencia muy similares alrededor de los residuos catalíticos (Gin19, Cys25, 

His159 y Asn/Asp175, numeración de papaína). La cisterna catalítica 

normalmente es seguida de un residuo aromático, aunque a veces la glicina 

ocupa dicho lugar como en el caso de todas las peptidasas pertenecientes a la 

familia C12 y algunas de la familia C2 (Barret et al., 2004).

Figura 2. Diagrama de la papaína (estructura tomada de la base de datos: Protein Data Bank 
(9PAP) y visualizada con el programa Cn3D 4.1 del NCBI). Se muestran los dominios 
R (derecha) con estmctura secundaria de hojas β (amarillo) y L (izquierda) con las 
características hélices a (verde), respectivamente.
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1.3,2.1.2. Familia Cl
Como se mencionó anteriormente, Ia peptidasa modelo o tipo de esta 

familia es la papaína. Esta familia contiene muchas endopeptidasas y algunas 

exopeptidasas.

Los residuos catalíticos identificados para la familia Cl han sido Cys e 

His, formando una diada catalítica. Otros dos residuos catalíticos encontrados 

son un residuo de Gln que precede a la Cys catalítica y un residuo de Asn que 

sigue a la His catalítica. Se cree que la Gln ayuda en la formación del hueco 

oxianiónico y que el residuo de Asn orienta el anillo imidazólico de la His. 

Existen varias proteínas homologas sin actividad proteolítica en las que se 

encuentran reemplazados los residuos involucrados en la catálisis. Los residuos 

catalíticos difieren en las distintas subfamilias, tal como veremos más adelante.

El árbol evolutivo (no mostrado) para la familia Cl muestra que ella se 

divide en dos subfamilias: CIA, perteneciente a la subfamilia de la papaína y 

ClB, perteneciente a la subfamilia de la bleomicina hidrolasa. Se plantea la 

hipótesis de que una peptidasa de la familia Cl fue un ancestro universal en 

todos los organismos y que ésta evolucionó produciendo una proteína de la 

subfamilia del tipo ClA en arqueas tempranas y una proteína de la subfamilia 

del tipo ClB en las bacterias. Posteriormente habría ocurrido una divergencia 

en los grupos de organismos y las trasferencias horizontales podrían explicar la 

presencia de un homólogo de Cl A en Clostridium y de bleomicina hidrolasa en 

eucariotas (Barret et al, 2004).

1.3.2.1.2.1. Subfamilia ClA
Las peptidasas pertenecientes a esta subfamilia son enzimas de 

secreción y Iisosomales y, como todas las proteínas que entran en la ruta de 

secreción, son sintetizadas como precursores con propéptidos N-terminal y 

péptido señal. El propéptido se encuentran unido al sitio activo bloqueando la 

actividad proteolítica. Asimismo, estos propéptidos presentan motivos 

altamente conservados con ciertas proteínas como CTLA-2 a y CTLA-2 b de 

las células T activadas que actúan como inhibidores de endopeptidasas 

cisteínicas (Delaria et al., 1994).
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Los residuos involucrados en el sitio activo de las peptidasas 

petenecientes a la subfamilia de la papaína, nombre con que también se conoce 
a esta subfamilia, son Gln∕His19, Cys25, His159 y Asn/Gln175, siguiendo la 

numeración de la papaína madura. La mayoría de los miembros de la 

subfamilia ClA son proteínas monoméricas, aunque la dipeptidil-peptidasa I es 

un homotetrámero en el cual cada monómero consiste en tres cadenas 

producidas por una proteólisis postranscripcional. Algunas peptidasas de la 

subfamilia tienen extensiones C-terminales respecto a la papaína. Otras poseen 

inserciones dentro del dominio catalítico: la catepsina B posee un lazo entre los 

residuos catalíticos de Cys e His que lleva dos residuos de His muy 

importantes para su actividad peptidil-dipeptidásica.

El subsitio de especificidad dominante en la mayoría de las peptidasas 

de la subfamilia ClA es S2 (Figura 1). Este subsitio muestra preferencia por 

una cadena lateral voluminosa e hidrofóbica y no por una con carga. En las 

catepsinas B esta preferencia se ve alterada por un residuo de Arg (con carga 

positiva) debido a que el residuo que se ubica en el fondo del bolsillo S2 es un 
ácido glutámico en vez de ser un residuo de serina (Ser205, numeración de 

papaína) como sucede en papaína. La dipeptidil-peptidasa I es una 

exopeptidasa, como su nombre lo indica, y las catepsinas ByH también 
exhiben fuerte actividad exopeptidásica (Aroson & Barret et al., 1978 y 

Kirschke et al., 1977, respectivamente). La catepsina X es casi exclusivamente 

una Carboxipeptidasa (Devanathan et al., 2005).

Existe una clara división dentro de esta subfamilia entre las enzimas del 

tipo papaína y las enzimas del tipo catepsina B (Rawlings et al., 2006).

1.3.2.1.2.2. Subfamilia ClB
La subfamilia ClB de peptidasas, también llamada subfamilia de la 

Weomicina hidrolasa, tiene como peptidasa modelo a la bleomicina hidrolasa 

producida por la levadura Saccharomyces cerevisiae. Hasta el momento hay 

solamente 6 proteínas -entre peptidadas y homologas- ingresadas a esta 

subfamilia, a diferencia de los 120 ingresos reconocidos en la subfamilia ClA 
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(Rawlings et al., 2006). Los residuos involucrados en la catálisis son Gln67, 

Cys , His y Asn (numeración correspondiente a la bleomicina hidrolasa).

Esta subfamilia, a diferencia de la CIA, contiene peptidasas 

intracelulares y solubles que presentan función aminopeptidásica y 

comúnmente muestran selectividad para liberar residuos de arginina N- 

terminal. Se incluyen en este grupo la peptidasa C (PepC) de bacterias y la 

bleomicina hidrolasa de eucariotas. Estas enzimas del tipo aminopeptidasa C 

son oligoméricas. La bleomicina hidrolasa, representante de esta subfamilia, es 

un homohexámero con el sitio activo sobre la cara interna de un canal central 

en un arreglo que recuerda al proteasoma. A diferencia de las peptidasas del 

tipo papaína y catepsina B éstas aminopeptidasas no presentan puentes 

disulfuro y son sintetizadas sin el propéptido (Barret et al., 2004).

1.4. Mecanismo Catalítico de las Peptidasas Cisteínicas
La mayoría de los estudios sobre el mecanismo catalítico han sido 

realizados con papaína y con otras enzimas pertenecientes al clan CA. El 

mecanismo catalítico es esencialmente similar al de las peptidasas serínicas y 

treonínicas, siendo también un ejemplo de la catálisis Covalente -con la 

formación de la acil-enzima- y de catálisis ácido-base -que requiere un 

nucleófilo y un donor de protones, que es un residuo His-. En las peptidasas 

cisteínicas el nucleófilo es el azufre del grupo Sulfhidrilo de un residuo cisterna 
(Cys). Aunque en algunas familias se requiere un tercer residuo para orientar el 

anillo imidazol de la His (un rol análogo al que cumple el aspartato en algunas 

peptidasas serínicas), en otras sólo es necesaria una diada catalítica.

Una diferencia mecanística destacable con respecto a las proteasas 

serínicas es que en las proteasas cisteínicas el residuo nucleofílico Cys del sitio 

activo se encuentra ionizado como ion tiolato (-S'), en tanto que el residuo His 

presenta una carga positiva produciendo el ion imidazolio. Este estado de 

ionización es independiente de la unión con el sustrato (Polgar & Halasz, 
1982). En las proteasas serínicas, por el contrario, el oxihidrilo nucleofílico del 

residuo de Ser comienza a ionizarse sólo luego de producida la interacción con 

el sustrato.
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Un esquema del mecanismo completo de la reacción (adaptado de Nelson 

& Cox, 2004) se muestra en la Figura 3. La numeración empleada para los 

residuos aminoacídicos corresponde a la papaína madura.

Se incluyen el nitrógeno amida de la unión peptídica del residuo Cys25 

perteneciente al esqueleto de la papaína y el nitrógeno amida de la cadena 

lateral del residuo Gln19 de la enzima, los que actúan estabilizando al 

intermediario tetraédrico formando parte del “hueco oxianiónico” (Barret et al., 

2004), de forma similar a los residuos Ser y Gly de la quimopapaína, 

ejemplo de las endopeptidasas serínicas (Dunn et al., 1994). También se 

representa el residuo de Asn175, cuyo oxígeno amidico de la cadena lateral está 

formando un puente de hidrógeno con un nitrógeno imidazólico de la His159, 

creando de esta forma una tríada Cys-His-Asn análoga al sistema Ser-His-Asp 
en las Serinpeptidasas. La contribución del residuo Asn175 a la catálisis es 

varios órdenes de magnitud menor que el residuo de Asp102 en las serínicas 

(Barret et al., 2004), lo que explicaría que en algunas familias se observa 

únicamente la diada catalítica Cys-His.
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Figura 3: Representación esquemática del mecanismo catalítico (adaptado de Nelson & Cox, 2004)
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El puente de hidrógeno entre las cadenas laterales de los residuos His159 y 
17 SAsn se encuentra enterrado en una región hidrofóbica que, en el caso de 

papaína, está compuesta principalmente por las cadenas laterales de los
14I 177 IRl 177residuos Phe , Trp y Trp . De ellos, el Trp se encuentra en una 

posición ideal para interactuar con la His159 protonada y para proteger el puente 

de hidrógeno His-Asn del efecto del solvente.

Cada círculo incluye los eventos más importantes entre la enzima y el 

sustrato; en blanco se esquematiza el sitio activo de la enzima.

La reacción puede considerarse dividida en dos fases. La fase de acilación 

(pasos 1 a 3) donde la formación del intermediario acil-enzima covalente está 

acoplado al clivaje del enlace peptídico y la fase de desacilación (pasos 4 a 7) 

en la que se regenera la enzima libre. La desacilación es esencialmente un 

proceso inverso a la acilación, con una molécula de H2O en reemplazo del 

componente amino del sustrato (Nelson & Cox, 2004).

En el paso 1, el sustrato (un polipéptido) se posiciona en el sitio activo 

de la enzima. En el paso 2 el tiolato de la Cys25 provoca un ataque nucleofílico 

sobre el carbono carbonílico del polipéptido, mientras que la carga generada en 

el oxígeno del carbonilo es estabilizada en el hueco oxianiónico por medio de 

puentes de hidrógeno establecidos con -NH amida de los residuos de Cys y 

de la Gln19; queda formado de este modo un intermediario tetrahédrico de corta 

vida. En el paso 3, la inestabilidad de la carga sobre el carbonilo del sustrato 

produce la ruptura del intermediario y se vuelve a formar el doble enlace del 

carbonilo, con la consiguiente ruptura de la unión C-N de la unión peptídica. 

Es entonces liberado el producto peptídico 1 (correspondiente al extremo 

carboxilo del sustrato) y queda formado el intermediario acil-enzima, 

compuesto relativamente estable, ya que ha podido ser detectado y estudiado. 

En el paso 4 una molécula de agua que ingresa es desprotonada por catálisis 
básica, generando un ion hidróxido que es un nucleófilo fuerte y ataca el C del 

enlace tioéster de la acil-enzima. Nuevamente, la carga generada en el oxígeno 

del carbonilo se estabiliza en el hueco oxianiónico y queda formado un 

segundo intermediario tetrahédrico de corta vida (paso 5). En el paso 6, el 

colapso del intermediario tetrahédrico produce la desacilación, formándose el 
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complejo enzima-producto 2, que en el paso 7 regenera la enzima libre luego 

de la liberación del producto peptídico 2 (correspondiente al extremo amínico 

del sustrato).
La necesidad de la presencia del SuIfhidrilo de la Cys25 ha quedado 

plenamente demostrada, pues su modificación química hace desaparecer por 

completo la actividad enzimática.

Es de destacar que las interacciones entre la enzima y el sustrato 

durante el proceso hidrolítico que ocurren en el sitio activo es un aspecto 

importante de la catálisis. Los resultados de ciertas experiencias utilizando 

sustratos derivados del disulfuro de piridilo (Patel et al., 1992 a,b) han sido 

interpretadas como indicadoras de que la unión del sustrato en la región de los 

subsitios Sl y S2 (Figura 1) provoca un cambio Conformacional en el estado de 

transición, permitiendo que el residuo His159 protone al grupo saliente, 

facilitando en consecuencia la reacción de acilación (Barrett et al., 1998).

2. PROΓEΛSΛS VEGETALES

2.1. Rol de las Enzimas Proteolíticas en los Vegetales
El genoma vegetal codifica para cientos de proteasas, pero poco se 

conoce acerca de los roles que juegan en la vida de una planta. Las funciones 

de sólo unas pocas de las más de 550 proteasas de Arabidopsis han sido 

genéticamente determinadas (Adam & Clarke, 2002; Beers et al., 2004). En 

general, se ha pensado que las proteasas están involucradas en una serie de 

procesos, incluyendo la senescencia y las respuestas defensivas (van der Hoom 

& Jones, 2004), tal como indican los estudios con inhibidores de proteasas 

(Solomon et al., 1999; Chichkova et al., 2004). En muchos casos las funciones 

propuestas para las proteasas han sido inferidas de la expresión diferencial de 

sus ARNm (Zhao et al., 2000; Gepstein et al., 2003). Los progresos en la 

asignación de roles para las proteasas, sin embargo, están significativamente 

impedidos por su redundancia y por la regulación postraduccional (van der 

Hoom et al., 2004).
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La proteólisis en plantas es un proceso complejo que involucra muchas 

enzimas y rutas metabólicas variadas en diferentes compartimientos celulares. 

Las endopeptidasas cisteínicas juegan un rol esencial en el proceso de 

degradación de las proteínas y representan hasta un 30 % de la actividad 

proteolítica total en órganos maduros no senescentes, dependiendo de la clase 

de planta y del órgano. Sin embargo, la actividad de las proteasas cisteínicas 

responde dramáticamente a diferentes estímulos externos e internos, 

alcanzando en algunos casos hasta el 90 % de la actividad proteolítica total 

(Wisniewski & Zagdahska, 2001). Están involucradas en la maduración y 

degradación de las proteínas en respuesta a diferentes estímulos externos y 

también juegan un rol importante en la remoción de proteínas anormales o mal 

plegadas (“housekeeping”). En cualquier caso, la proteólisis mediada por 

proteinasas cisteínicas es un proceso altamente regulado.

Muchas plantas contienen látex que exuda cuando las hojas son 

dañadas, donde suele estar presente una considerable cantidad de proteínas y 

enzimas, aunque su rol es aún pobremente conocido. Sin embargo 

recientemente se ha podido comprobar que la papaína, una de las proteasas 

cisteínicas presentes en el látex de Carica papaya L., es un elemento crucial en 

la defensa del árbol de mamón o papaya frente al ataque de insectos 

lepidópteros, actuando esencialmente sobre las larvas de los mismos e 

impidiendo su crecimiento. En el mismo sentido se han comportado las 

proteasas cisteínicas presentes en el látex de los higos (Ficus spp.). Estos 

resultados sugieren que el látex, y en especial las proteasas cisteínicas 

presentes en ellos, proveerían a las plantas de un mecanismo de defensa contra 

insectos herbívoros (Konno et al., 2004).

Los diversos roles de las proteasas vegetales en respuestas defensivas 

que son disparadas por la presencia de patógenos comienza a aclararse. Como 

se acaba de mencionar en el caso de papaína y fícina en el látex de papaya e 

higos, las proteasas actúan directamente atacando el organismo invasor, pero 

actualmente se han propuesto otros mecanismos para explicar la función de las 

proteasas en la defensa, actuando tanto a nivel de percepción, como de 
señalamiento y de ejecución. En el primer caso, las proteasas podrían liberar 
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elicitores al actuar sobre las proteínas del invasor, los cuales podrían ser 

posteriormente reconocidos en algún otro lugar disparando el mecanismo de 

defensa. Por otra parte podrían activar o inhibir a las proteasas quienes 

desencadenarían la respuesta defensiva. En el segundo caso las proteasas 

podrían actuar liberando reguladores positivos o degradando reguladores 

negativos. Finalmente, las proteasas también pueden ejecutar la respuesta 

defensiva, ya sea degradando las proteínas del invasor, liberando toxinas 

peptídicas o activando enzimas defensivas a partir de sus precursores (van der 

Hoorn & Jones, 2004).

Figura 1. Modelos para varios roles de las proteasas en la defensa de plantas.
Proteasas (en azul) que pueden actuar en la percepción (a-c), en el señalamiento 
(d,e) o en la ejecución (f-h). Las flechas verdes indican señalamiento positivo y 
las barras rojas señalamiento negativo a respuestas defensivas (tomado de van 
der Hoom & Jones. 2004).

2.2. Síntesis y Localización Intracelular de Proteasas 
Cisteínicas en Vegetales
Las proteasas cisteínicas son sintetizadas en los polisomas unidos a la 

membrana del retículo endoplásmico (RE) e incorporadas al mismo en forma 

de precursores con propéptidos N- y C-terminales. El propéptido N-terminal 
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contiene el motivo ERFNIN (un motivo altamente conservado de función 

autoinhibitoria), en tanto que en el C-terminal se han detectado dos motivos 

diferentes pero de función aún incierta. Las proteasas del tipo papaína 

(“papain-like”) salen del RE en grandes vesículas que se fusionan directamente 

con las vacuolas o son dirigidas a la pared celular, evitando el pasaje por el 

aparato de Golgi. La posterior remoción Secuencial de los propéptidos N- y C- 

terminales genera la proteasa madura (Grudkowska & Zagdahska, 2004).

23. Proteasas de Látex
Como hemos mencionado en el ítem anterior, los laticíferos son un 

ejemplo de tejido vegetal que suele presentar una gran concentración de 

endopeptidasas en el látex que contienen y que pueden superar el 50 % de las 

proteínas totales. En estos casos la actividad proteolítica es por lo menos 

superior en dos órdenes de magnitud a la encontrada en otros tejidos. La 

abundancia de estas proteasas muy por encima de las necesidades para el 

crecimiento y para el desarrollo celular indican que podrían actuar como 

"aleloquímicos" (Dalling, 1986; Konno et al., 2004).

2.3.1. Características del Látex
El látex es una suspensión y, en algunos casos una emulsión viscosa, a 

menudo blanca, que fluye de los tejidos heridos de ciertas especies vegetales. 

Puede contener granos de almidón, alcaloides, proteínas, gomas y resinas, 

además de componentes subcelulares.

Los estudios de McMullen (1959, 1962) demostraron la presencia de 

ARN en el látex de Hevea brasiliensis. Más adelante se obtuvo la misma 

evidencia en otras 16 especies (Meissner, 1966). Estudios más detallados en 

Hevea brasiliensis (Tupy, 1969; Coupé & d'Auzac, 1972 y 1974) detectaron la 

presencia de los diferentes tipos de ARN y de polisomas y en 1986 se pudo 
realizar una síntesis proteica in vitro empleando el látex completo de la misma 

especie (Kekwick, 1986).
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2.3.2. Características de los Tubos Laticíferos
Encontramos dos tipos de tubos laticíferos en las plantas: los laticíferos 

articulados, que son estructuras policelulares que pierden los tabiques 

intercelulares para formar un tubo continuo y los laticíferos no articulados, los 

que se originan a partir de una única célula que sufre sucesivas mitosis sin 

citocinesis. En Caricaceae se han descripto laticíferos articulados, en tanto que 

en Apocynaceae y Moraceae se encuentran laticíferos no articulados. En la 

familia Euphorbiaceae hay géneros como Hevea con laticíferos articulados, 

mientras que hay otros como Euphorbia que presentan laticíferos no 

articulados (Esau, 1985).

Los laticíferos no articulados son un tipo celular notable, 

potencialmente capaz de presentar un crecimiento ilimitado y que pueden ser 

observados en las diferentes partes del eje de la planta. El origen de los mismos 

son células embrionarias conocidas como células laticíferas iniciales que 

pueden observarse en la etapa globular del embrión, diferenciándose algo antes 

o simultáneamente que las células iniciales del procambium (Mahlberg, 1961 y 

1963; Mahlberg & Sabharwal, 1968; Fineran, 1983). Estas células se disponen 

formando círculos en la etapa temprana de corazón (Mahlberg & Sabharwal, 

1968, Buvat, 1989). Durante la formación del primordio de los cotiledones se 

presenta como un anillo irregular, debajo del ápice del tallo, en el plano nodal 
de los cotiledones y cuando el embrión desarrolla para dar una plántula se 

alargan y sufren Cariocinesis sin citocinesis transformándose en células 

gigantes, Cenociticas (Mahlberg, 1959; Inamdar et al., 1988; Mahlberg, 1993). 

Estos procesos continúan en las regiones de la planta en crecimiento. En estas 

regiones, los laticíferos no articulados se alargan y crecen intrusivamente entre 

las otras células del ápice (Fineran, 1983; Mahlberg, 1993). Los laticíferos se 

van ramificando en los órganos jóvenes como las hojas y las yemas laterales 

(Wilson et al., 1976; Lee & Mahlberg, 1999).

El crecimiento del extremo de los laticíferos se produce entre las 

paredes de las células meristemáticas que se encuentran inicialmente unidas 
fuertemente unas con otras (Wilson et al., 1976; Wilson & Mahlberg, 1978; 

Inamdar et al., 1988; Serpe et al., 2001). Este modo de crecimiento indica que 
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se requiere desensamblar componentes de la pared celular así como romper las 

conexiones plasmodésmicas existentes entre las células meristemáticas (Serpe 

et al., 2002), aunque existe aún un conocimiento insuficiente de los efectos de 

la penetración del laticífero sobre la estructura de la pared de las células 

meristemáticas (Mahlberg, 1993; Lee & Mahlberg, 1999). Las observaciones 

mediante microscopía electrónica muestra que las paredes en contacto con los 

laticíferos no se hallan dañadas y que hay una lámina media entre las células 

meristemáticas y los laticíferos (Wilson & Mahlberg, 1978; Da Cunha et al., 

1998; Lee & Mahlberg, 1999). Estas observaciones podrían explicarse por un 

balance entre procesos de desensamble y síntesis de pared celular. El 

desensamble favorecería la penetración del extremo del laticífero entre las 

células meristemáticas, mientras que la síntesis permitiría la elongación del 

laticífero y la formación de nuevas uniones entre el laticífero y las células que 

lo rodean. Un aporte al conocimiento de los mecanismos bioquímicos de este 

tipo de crecimiento lo brindaría el análisis de la variación de la composición de 

las paredes involucradas, así como también el conocimiento de su estructura.

Mediante microscopía electrónica empleando técnicas de 

Inmunofluorescencia en combinación con marcadores coloidales de oro, el uso 

de anticuerpos y "probes" enzimas Serpe et al. (2002) demostraron que la 

penetración de los laticíferos producen cambios en las paredes de las células 
meristemáticas y que hay diferencias en la composición de la pared de los 

laticíferos y entre los laticíferos y las células que los rodean.

Con respecto a la Ultraestructura del desarrollo y maduración de los 

laticíferos no articulados, ésta se ha investigado completamente en Ficus 
(Rachmilewitz & Fahn, 1982), Euphorbia (Marty, 1970; Marty, 1973) y 

Asclepias (Giordani, 1978; Wilson. & Mahlberg, 1980). En Ficus carica los 

laticíferos contienen inicialmente un citoplasma denso con muchas vacuolas 

pequeñas y vesículas, así como dictiosomas muy activos (Rachmilewitz & 

Fahn, 1982). Más adelante el espacio vacuolar se amplía por la unión de las 

pequeñas vacuolas.
En 1970 Matile et al. han aislado pequeñas vacuolas del látex de 

Chelidonium majus y determinaron que contienen enzimas Iisosomales típicas, 
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incluyendo una proteasa con un pH-óptimo ácido. Del látex de Hevea se 

obtuvo una fracción constituida por organoides que contiene un grupo de 

enzimas Iisosomales, incluyendo proteasas. Estos organoides pueden ser 

considerados homólogos a la vacuola (Pujamiscle, S., 1968) y podrían 

corresponder a las vesículas observadas en el látex de Ficus (Rachmilewitz & 

Fahn, 1982).

2.3.3. Proteasas Obtenidas a Partir de Látex
Las Atoproteasas provenientes de látex más conocidas comercialmente 

son papaína y ñcina, provenientes de Carica papaya (Caricaceae) y de Ficus 

glabrata (Moraceae), respectivamente. Por otra parte pueden citarse aquellas 

pertenecientes a la familia Euphorbiaceae'. euphorbaína 1, de Euphorbia 

Iathyris (Lennox & Ellis, 1945) , euphorbaína p, de Euphorbia pulcherrima 

(Lynn & Clevette-Radford, 1984a), hevaína b y hevaína 1, de Hevea 

brasiliensis (Lynn & Clevette-Radford, 1984b), euphorbaínas y-1, y-2 e y-3, de 

Euphorbia Cyparissias (Lynn & Clevette-Radford, 1985), chayaína, encontrada 

en el látex de Cnidoscolus chayamansa, E. supina protease B de Euphorbia 

supina (Arima et al., 2000) y las encontradas en el látex de Synadenium grantii 

(Menon et al., 2002); sin dejar de mencionar aquellas que han sido aisladas y 

caracterizadas en nuestro país por el Laboratorio de Investigación de Proteínas 
Vegetales (LIPROVE) pertenecientes a las familias Asclepiadaceae (Arribére 

et al., 1998; Arribére et al., 1999; Priolo et al., 2000; Trejo et al., 2001; 

Obregón et al., 2001; Vairo Cavalli et al., 2001 y 2003; Morcelle et al., 2004a 
y 2004b y Liggieri et al., 2004), Apocynaceae (Sequeiros et al., 2005), 

Moraceae (López et al., 1993) y Caricaceae (Torres et al., comunicación 

personal).
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3. REGIÓN FITOGEOGRÁFICA DE LA 
PATAGONIA

La Región Fitogeografica de la Patagonia (que constituye el extremo 

sudeste de la región política de la Patagonia) cubre una extensión superior a los 

500.000 kilómetros cuadrados en el extremo sudeste de Sudamérica (Ragonese, 

1967; Vila & Bertonatti, 1993). Esta Región está constituida por una estrecha 

franja en el Norte, entre la Cordillera de los Andes y la Región del Monte, que 

se amplía hacia el Sur en una vasta llanura desde los Andes hasta el Océano 

Atlántico (Cabrera & Willink, 1973). El límite hacia el Oeste es el bosque 

tropical templado (Dimitri, 1972) y la Región Altoandina (Cabrera, 1972), y 

hacia el Norte la Región del Monte (Ruiz Leal, 1972). La mayor parte de la 

Patagonia pertenece a la República Argentina, con una pequeña porción que 

penetra en el territorio de Chile en el lejano Sur, a ambos lados del Estrecho de 

Magallanes.

Desde el punto de vista geológico, la región está formada por un núcleo 

precámbrico -el Macizo Patagónico- con depósitos de roca eruptiva (basalto) y 
sedimentos terrestres y marinos del Pérmico temprano al Terciario. El terreno 

es una secuencia de planicies que descienden hacia el Atlántico, desde las 

variadas elevaciones del piedemonte (2.000 m en el Norte a 700 m en el Sud). 

En la Provincia de Chubut la precordillera patagónica alcanza 1300 a 1500 m 

de altitud, como en el Cerro Putrachoique (1700 m); más hacia el Este 

transcuren las Sierras Centrales Patagónicas, con elevaciones de más de 1600 

m. como los Cerros Boquete y Negro, entre otras (Soriano, 1983).

3.1. Flora Patagónica
La Flora de la Región Patagónica muestra claras afinidades con la Flora 

Andina (Cabrera, 1972; Cabrera & Willink, 1973) y es el producto de un único 

juego de condiciones climáticas extremas de baja temperatura y aridez. Se ha 
estimado que en la zona se encuentran 1.200 especies de plantas vasculares, 

casi exclusivamente angiospermas (Ephedra es el único género de 

gimnospermas, muy importante en algunas áreas). Asteraceae es la familia 
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mejor representada (200 spp., 33 % endémicas), seguida por Poaceae (190 

spp., 13 % endémicas) y Fabaceae (120 spp., 60 % endémicas). Otras familias 

con un buen número de especies son Cruciferae (80 spp., 30 % endémicas), 

Cyperaceae (40 spp., 7 % endémicas) and Umbelliferae (40 spp., 33 % 

endémicas). Las familias Asclepiadaceae y Euphorbiaceae, cuyos miembros 

generalmente son productores de látex, están representados por siete géneros 

con doce especies en la primera de las familias mencionadas y seis géneros con 

catorce especies en la segunda de ellas (Correa. 1988 yl999). Cabe aclarar que 

en el afio 2000 Endress & Bruyns transfirieron las dos subfamilias de 

Asclepiadaceae a la familia Apocynaceae, debido a que existen algunos 

géneros con características de las dos familias que hacen de puente. Aunque 

esta propuesta sigue siendo objeto de debate taxonómico, nosotros hemos 

aceptado esta clasificación para ubicar las especies recolectadas pues hemos 

seguido el criterio empleado en el servidor NEWT (Phan et al., 2003) cuyo 

sitio en Internet es http://www.ebi.ac.uk/newt, que consiste en una base de 

datos que vincula información taxonómica provista por el Centro Nacional de 

Información Biotecnologica -NCBI- (Wheeler et al., 2000) con información de 

proteínas suministrado por SWISS-PROT (Bairoch & Apweiler, 2000), el que 

ha incorporado el mencionado cambio (Endress & Bruyns, 2000).
La vegetación es xerofítica, con amplio predominio de adaptaciones a 

las bajas temperaturas y al efecto desecante de los fuertes vientos de la zona, 

que soplan constantemente. La cubierta vegetal generalmente varía del 20 al 40 

%, con extremos desde el 0 % en las áreas desérticas (huayuerías o tierras 

bajas) a un 100 % en los prados húmedos, denonimados vegas y mallines.

El conocimiento que se posee acerca de las plantas útiles de la 
Patagonia es muy fragmentario. De acuerdo a la información recogida por 

viajeros en distintas épocas, numerosas especies nativas son (o han sido) 

utilizadas como alimentos o medicinas. Los esfuerzos recientes que se están 

realizando para coleccionar información están lejos de ser suficientes como 

para cubrir todo el conocimiento de la cultura folklórica, que se está perdiendo 

rápidamente. Algunas especies {Festuca pallescens, F. gracillima') constituyen 

un forraje importante en áreas que son naturalmente dedicadas al pastoreo, 
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mientras que otras son tóxicas para las ovejas (Astragalus spp., Festuca 

argentina, Poa huecu). Sólo recientemente se han implementado algunos 

programas para recoger germoplasma de especies nativas (Oliva et al., 1993).

No existen informes sobre la presencia de actividad proteolítica en 

plantas de la Patagonia a excepción de la que hemos publicado en el año 2003 

(Sequeiros et al., 2003). Las aplicaciones farmacológicas tradicionales de las 

enzimas proteolíticas han sido como coadyuvantes digestivos o como agentes 

antiinflamatorios. Una de las más claras indicaciones del reconocimiento 

general de esta premisa es la vasta inversión que hace la industria farmacéutica 

en la investigación del grado de compromiso de las peptidasas -de cualquier 

origen- en aspectos de la salud y enfermedades humanas.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue hallar una planta de la flora de la 

Patagonia que resultara una fuente promisoria de endopeptidasas cisteínicas, 

lograr el aislamiento, purificación y caracterización de las fracciones activas de 

interés y clonar y Secuenciar los ADNc correspondientes a endopeptidasas 

cisteínicas a partir de ARNm presentes en el látex de dicha especie.

A partir de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

específicos:

≥ Seleccionar y recolectar plantas de la Patagonia extraandina -en particular 

de las familias Apocynaceae y Euphorbiaceae- para evaluar y caracterizar 

parcialmente la capacidad proteolítica de sus extractivos.

≥, Caracterizar la preparación con mayor actividad endopeptidásica.

≥ Obtener hidrolizados proteicos parciales con posible aplicación industrial 

empleando la preparación enzimática seleccionada.

≥ Purificar las fracciones enzimáticas de mayor interés.

Caracterizar bioquímica y estructuralmente las peptidasas purificadas.

≥- Clonar y Secuenciar ADNc correspondiente a proteasas cisteínicas a partir 

del ARN total del látex de la especie seleccionada para obtener su 

secuencia polipeptídica.

≥ Obtener por homología un modelo para la estructura tridimensional (3-D) 

de las enzimas cuya estructura primaria ha sido determinada.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. BÚSQUEDA DE ESPECIES VEGETALES 
PRODUCTORAS DE PROTEASAS

La flora de la Región Patagónica presenta especies capaces de 

sobrevivir en condiciones climáticas extremas de baja temperatura y aridez, 

razón que explica la existencia de especies que no se encuentran en otras zonas 

de nuestro país, tal como hemos mencionado en la Introducción (I). El criterio 

empleado para iniciar la búsqueda de especies productoras de proteasas en la 

flora de esta región (c/r.3.1, I) fixe seleccionar plantas con látex, dado que se 

conocen muchas especies en las cuales este tipo de secreción presenta un 

elevado rendimiento en enzimas proteolíticas.

En las familias Asclepiadaceae y Euphorbiaceae se encuentran muchas 

especies productoras de látex, tal como se ha comentado en los ítems 2.3.3 y 

3.1 de la Introducción. Mediante el asesoramiento del grupo de investigadores 

y técnicos Hitervinientes en el Proyecto Jardín Botánico dependiente del Centro 

Nacional Patagónico (CENPAT) de la ciudad de Puerto Madryn, se logró la 

ubicación, recolección e identificación de cinco especies que contienen látex: 
Colliguaja integerrima Gill, et Hook., Euphorbia collina Philippi, Euphorbia 

peplus L. y Stillingia patagónica (Speg.) Pax et Hofimann, todas ellas 

pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, así como Philibertia gilliesii Hook. 

et Arn. (Apocynaceae) y de una especie -Grindelia chiloensis (Corn.) Cabrera 

(Asteraceae)- sin sistema de laticíferos pero con la presencia de una sustancia 

resinosa en su inflorescencia. La especie P. gilliesii es citada como 

Apocynaceae en base al criterio de Endress & Bruyns (2000) discutido en el 

ítem 3.1 de la Introducción.
Para la recolección del material perteneciente a las especies Colliguaja 

integerrima y Stillingia patagónica se realizaron dos campañas a la zona de 
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Telsen y a la Meseta de Telsen (Ruta Provincial No4, 200 Km al Oeste de la 

Ruta Nacional No 3 a la altura del cruce con el ingreso a la Ciudad de Puerto 

Madryn), en la Provincia de Chubut. Ambos viajes de campaña se realizaron 

junto al personal participante en el Proyecto Jardín Botánico del CENPAT.

Las especies Grindelia chiloensis y Euphorbia collina fueron 

identificadas por la Ingeniera Forestal Visnja Mavrek y la especie Philibertia 

gilliesii por la Coordinadora del Proyecto Jardín Botánico CENPAT M.Sc. Ana 

María Beeskow. El material correspondiente a estas tres últimas especies ha 

sido recolectado en la zona costera de Pto. Madryn y sus alrededores. En 

cuanto al material de Euphorbia peplus, fue suministrado y clasificado por la 

M.Sc. Ana María Beeskow.

2. DESCRIPCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL

2.1. Euphorbia collina

Euphorbia collina PhiL (Figura 1) es una planta perenne, herbácea, 

generalmente glabra. Su raíz es cilindrica, profunda y en general no ramificada. 

Las hojas miden entre 5 y 25 x 5 y 8 mm, ovadas, obovadas o elípticas, glabras 

y enteras.
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Las inflorescencias son ciatios en Suedopleocacios, con involucro 

cilindrico o Subcilindrico. Posee cinco nectarios, generalmente verdes aunque a 

veces son rojos. El involucro posee cinco lóbulos. Las flores estaminadas (20- 
30) presentan bractéolas anchas, laciniadas. Las flores pistiladas poseen 

perianto trímero corto; estilos generalmente cortos, bífidos y estigmas 

capitados.

Los frutos son cápsulas de aproximadamente 3 a 5 x 4 a 5,5 mm, 

globosas, subcónicas u ovoides y glabras. Las semillas son lisas, blancas a 

pardo-claras. Vive en la Patagonia desde Neuquén hasta Tierra del Fuego, 

creciendo en suelos pedregosos, arenosos, áridos. (Correa, 1988).

2.2. Euphorbia peplus

Euphorbia peplus L. (Figura 2) es una hierba anual de 20 a 40 cm de 

altura con raíces filiformes. El tallo es amarillento, ramificado. Las hojas 

caulinares miden de 5 a 15 x 5 a 10 mm, son alternas, pecioladas, desde 
orbiculares hasta anchamente elípticas, membranáceas; las de la inflorescencia 

son opuestas, anchamente ovadas.

Figura 2. Euphorbia peplus Linne (Euphorbiaceae). Planta 
con flores.
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Los ciatios se disponen en Seudopleocasios; el involucro mide entre 1,2 

y 1,4 mm x 1,2 mm, es globoso, y glabro; los nectarios son 4, planos, 

terminados en dos apéndices corniformes agudos, con lóbulos triangulares 

bordeados de pelos. Presenta entre 5 y 20 flores estaminadas y la flor pistilada 

es aperiantada pero con un rodete calicular de 2,5 mm.

El fruto es una cápsula glabra, globosa, tricoca, con los nervios dorsales 

entre 2 carinas. La semilla es prismática, ovoide, con 4 caras foveoladas y las 2 

proximales surcadas, blanquecinas a grisáceas; presenta carúncula pequeña, 

blanca. La especie es adventicia, originaria de Europa, común en el norte y 

centro del país, llegando en la Patagonia hasta Chubut. (Correa, 1988).

2.3. Colliguaja integerrima

Colliguaja integerrima Gillies et Hook. (n.v.: duraznillo, coIliguay), es 

un arbusto de 0,5 a 2 m de alto, glabro, ramoso, con ramas pardo-rojizas y 

nudos marcados (Figura 3). Las hojas miden entre 5al0cmx4a8 mm, son 

lanceoladas, coriáceas, con el nervio bien destacado y casi blanco, mucronadas, 

en posición ascendente y generalmente amontonadas hacia el ápice de las 

ramas.
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Las inflorescencias son espigas axilares, rojizas, más cortas que las 

hojas. Las flores estaminadas son aperiantadas. La flor pistilada presenta 2 

brácteas, 2 a 3 sépalos, 2 a 3 estilos encorvados, con la cara adaxial papilosa y 

la abaxial lisa, libres; el ovario es 2- a 3- locular. EI fruto es una cápsula 2- a 3- 

coca, con endocarpo leñoso. La semilla es subglobosa, glabra y pardusca.

Es un arbusto típico de la estepa patagónica, a la que caracteriza, donde 

se lo encuentra en lugares arenosos, en suelos pobres, rocosos, de conchilla, en 

una faja que se extiende desde Santa Cruz hasta la provincia de San Juan 

(Correa, 1988).

2.4. Stillingia patagónica

Stillingia patagónica (Speg.) Pax et Hoffmann (Figura 4) es un arbusto 

de 30 cm a 1 m de altura, muy ramoso. Las ramas son verdes, alternas, 

Aexuosas y espinescentes. Las hojas son subsésiles y caedizas, con 2 glándulas 

conspicuas, marginales, en la base de la lámina. La inflorescencia está 

constituida por espigas axilares, andróginas, densifloras.
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Las flores estaminadas se encuentran sostenidas por una bráctea 

anchamente ovada con 2 glándulas grandes de posición lateral basal; el cáliz es 

entero, suavemente bilobado con borde inflexo menudamente dentado. La flor 

pistilada es solitaria, sostenida por una bráctea ovada provista de 2 glándulas 

auriculadas en su margen basal; el cáliz es partido, con 2 a 3 sépalos; los 

estigmas son papilosos y recurvados. El fruto es una cápsula 2 a 3 locular, 

glabra. La semilla es subglobosa, carunculada. Vive desde el sur de Mendoza 

hasta Santa Cruz. Florece y fructifica en verano temprano. (Correa, 1988).

2.5. Philibertia gilliesii

Philibertia gilliesii Hook, et Arn. (Figura 5) es un sufrútice leñoso en la 

base, con ramas generalmente mayores a 50 cm, volubles cuando jóvenes y 

levemente pubérulas. Las hojas poseen un pecíolo de 0,5 a 2 cm de largo, 

pubérulo y la lámina es lanceolada a triangular-ovada, de 1,5 a 3 cm de largo 

por 0,5 a 1,5 cm de ancho, aguda y acuminada y auriculado-cordada en la base, 

leve a densamente pubérula. La inflorescencia es lateral, extraaxilar, 

pauciflora, umbeliforme, con pedúnculo de hasta de 5 cm, pubérulo; presenta 2 

a 7 flores con pedicelos de menos de 1,5 mm. Las flores son color crema o

Figura 5. Philibertia gilliesii Hooker et Amott, 
(Apocynaceae). Planta con flores y frutos.
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verdosas, con estrías o tintes morados y aroma a chocolate, de 1 a 2 cm de 

diámetro. El cáliz presenta lóbulos lanceolados hasta de 4 mm, agudos y 

pubérulos. La corola es subrotáceo-campanulada, de contorno circular- 

estrellado. exteriormente pubérula, interiormente glabra. La corona está 

compuesta por cinco vesículas ovoides y apiculadas, libres entre sí, una en la 

base de cada estambre, iguales o algo más cortas que el ginostegio. Los 

estambres miden aproximadamente 3 mm. Los frutos son folículos fusiformes, 

obtusos y algo rugosos. Las semillas son numerosas, de contorno ovado, con 

penacho de pelos blancos (Correa, 1999).

2.6. Grindelia Chiloensis

Grindelia chiloensis (Com.) Cabrera (Figura 6) es un sufrútice de 30 

cm a 1 m de altura, ramoso en la base, con tallos ascendentes, glabros, 

densamente hojosos en la parte inferior y paucifoliados en la superior. Las 

hojas son Oblanceoladas u obovadas, agudas, atenuadas en la base en corto 

seudopecíolo, enteras, aserradas o runcinadas en el margen, glabras.

Los capítulos son solitarios, radiados, con involucro hemisférico; las 

brácteas involúcrales son glabras y se presentan en 3 a 4 series. Las flores son 
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doradas, dimorfas: las marginales femeninas, Iiguladas, con lígula de unos 17 

por 4,5 mm; las del disco hermafroditas y tubulosas. Los aquenios son 

oblongos, algo comprimidos, glabros, de unos 6 mm de longitud. El papus está 

formado por 8 a 10 aristas planas, desiguales, fácilmente caedizas.

Esta especie es característica de las regiones secas, rocosas o arenosas, 

del sur de la Provincia del Monte y de toda la Patagonia. (Correa, 1971).

3. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTIVOS 
EMPLEADOS EN LA SELECCIÓN INICIAL

El látex de las especies Colliguaja integerrima, Euphorbia peplus, 

Euphorbia collina y Stillingia patagónica se obtuvo realizando incisiones en 

los tallos y ramas y fue recolectado sobre buffer Tris-HCl O, IM de pH 7,5 

conteniendo EDTA 5 mM y cisterna 5 mM.

El látex de Philihertia gilliesii se obtuvo de los frutos, realizando 

incisiones en el extremo apical y fue recogido en el buffer arriba mencionado.
El suero presente junto a la resina producida en las inflorescencias de la 

especie Grindelia chiloensis fue recolectado con pipeta Pasteur de cada 

inflorescencia luego de quitarle cuidadosamente la capa gomosa y luego fue 

diluido en buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 7,5 conteniendo EDTA 5 mM y 

cisterna 5 mM.
El agregado de EDTA al buffer de recolección obedece a la necesidad 

de evitar la acción de las fenoIoxidasas, que poseen Cu2+ en su centro activo. Si 

se permite que las fenoloxidasas actúen sobre los compuestos fenólicos, 

normalmente presentes en los extractivos vegetales, se producen derivados que 

al unirse Covalentemente a las enzimas hacen que éstas pierdan su actividad 

biológica. La cisterna, por su parte, contribuye a mantener el ambiente reductor 

e impide la oxidación de los compuestos fenólicos.
Todas las muestras fueron centrifugadas a 19000 rpm durante 1 hora y a 

4 oC para eliminar restos vegetales y otros materiales insolubles, utilizando una 
centrífuga refrigerada Sorvall RC 5C con el rotor modelo SM-24. El 

sobrenadante de la preparación de E. collina presentó un aspecto blanco 

lechoso, por lo que fue centrifugado nuevamente a 19000 rpm durante 90
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minutos, al cabo de los cuales presentó un Supernadante que se eliminó por 

filtración. A pesar del tratamiento realizado no pudo obtenerse una preparación 

transparente a partir del látex de esta especie. Los sobrenadantes del resto de 

las muestras fueron prácticamente transparentes, aunque algunos con una ligera 

opalescencia. La temperatura se mantuvo a 4 oC durante la obtención y 

tratamiento de las muestras para evitar la autodigestión de las proteinasas. 

Todas las preparaciones, denominadas extractos clarificados, fueron 

fraccionadas y almacenadas en freezer a -20 °C.

4. EXTRACTIVOS OBTENIDOS A PARTIR DEL 
LÁTEX DE LA ESPECIE SELECCIONADA

4.1. Obtención de Extractos Crudos
Los extractos crudos de Philibertia gilliesii se obtuvieron tal como se 

ha indicado anteriormente (cfr. 3), recolectando el látex de los frutos sobre 

buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 7,5 conteniendo EDTA 5 mM y cisterna 5 mM, 

pero sin la etapa de centrifugación.

4.2. Obtención de Extractos Clarificados
La clarificación de los extractos crudos se realizó por centrifugación a 

19000 rpm durante 1 hora, obteniéndose una preparación enzimática libre de 

restos vegetales y otros materiales insolubles a la que denominamos 

philibertaína g.

4.3. Obtención de Extractivos para la Determinación de 
Actividad Carboxipeptidásica e Inhibitoria de 
Carboxipeptidasa A
En este caso el látex exudado de P. gilliesii fue recolectado en buffer 

Tris-HCl 0,1 M de pH 7,5 conteniendo ZnSO4 W5 M, ácido iodo acético 

(AIA) 100 μM y PMSF 1 mM. Los iones Zn2+ son necesarios para asegurar la 

actividad carboxipeptidásica pues estas enzimas pertenecen al tipo catalítico de 

las metalopeptidasas. El AIA -inhibidor de endopeptidasas cisteínicas- y el 
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PMSF -inhibidor de endopeptidasas serínicas- se agregaron con el fin de evitar 

la posible degradación de la enzima Carboxipeptidasa por acción de las 

mencionadas endopeptidasas.

El buffer de recolección utilizado para detectar inhibidores de 

Carboxipeptidasa A contuvo la siguiente composición: cítrico-citrato 0,1 M de 

pH 4, AIA IOO μM y PMSF 1 mM, los inhibidores de proteasas se agregaron 

con el fin de evitar la posible degradación polipeptídica.

5. CONTENIDO DE PROTEÍNAS

5.1. Determinación por el Método de Bradford
Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976), basado en que la 

unión del Coomassie Blue G-250 a la proteína produce un corrimiento del 

máximo de absorbancia de 465 nm (forma roja del colorante libre) a 595 nm 

(forma azul del complejo colorante-proteína). El método resulta especialmente 

apto para la valoración de proteínas en extractos vegetales, que frecuentemente 

contienen sustancias de naturaleza fenólica e interfieren con el clásico método 

de Lowry (Peterson, 1979).
Las curvas de calibración se confeccionaron utilizando seroalbúmina 

bovina (Sigma) en el rango de 0,1 a 1,0 mg/ml para el ensayo estándar y en el 

de 10-100 μg∕ml para el microensayo.

5.2. Determinación por Medida Directa de la 
Absorbancia

En las experiencias cromatográficas el perfil de proteínas se estimó por 
medida de la absorbancia directa a 280 nm.
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6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMATICA

6.1. Caseína

6.1.1. Preparación del Sustrato
Se suspendió 1 g de caseína tipo Hammarsten (Research Organics) en 

IOO mi de solución buffer 0,1 M de pH adecuado al ensayo. La suspensión se 

colocó en un baño de agua que se llevó a ebullición y se mantuvo durante 20 

minutos en esas condiciones. La solución resultante se filtró por papel en 

caliente y una vez fría se le agregó cisterna para obtener una concentración 

final 10 mM, ajustándose el pH de ser necesario. El sustrato se utilizó el mismo 

día en que fue preparado.

6.1.2. Desarrollo de las Hidrólisis
De no indicarse lo contrario, la mezcla de reacción contuvo 1,1 mi de 

solución de caseína al 1 % conteniendo cisteína 10 mM y 0,1 ml de la 

preparación enzimática. La reacción fue llevada a cabo a 37 oC y detenida por 

la adición de 1,8 mi de ácido tricloroacético (TCA) al 5 %. Los tubos fueron 

enfriados a 4 °C, mantenidos en heladera durante 30 minutos y luego 

centrifugados a 6.000 g durante 20 minutos. La absorbancia de los 

sobrenadantes a 280 nm fue leída en una celda de 1 cm. En todos los casos 

fueron realizados ensayos en blanco inactivando la enzima con TCA al 5 % 
previo al agregado del sustrato. Los ensayos se realizaron por quintuplicado y a 

diferentes tiempos.

6.1.3. Cálculo de la Actividad Enzimática
La absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm es una medida de la 

actividad enzimática. Siguiendo el criterio de Sarath et al. (2001) para expresar 

la actividad enzimática cuando se utilizan sustratos proteicos, se definió una 

unidad arbitraria (Unidad Caseinolitica, Ucas), que corresponde a la cantidad de 

enzima requerida para producir un incremento de una unidad de absorbancia a 

280 nm al cabo de un minuto, en las condiciones de ensayo.
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6.2. Azocaseína
El uso de este sustrato obedece a la necesidad de reemplazar a la 

caseína en los ensayos de inhibición enzimática con 1,10-fenantrolina ya que 

dicho inhibidor exhibe un alto valor de absorbancia a 280 nm. Además, la 

preparación enzimática de Euphorbia peplus presentó un blanco muy elevado, 

a los dos valores de pH elegidos, sugiriendo la presencia de alguna sustancia 

interferente a esa longitud de onda, por lo que su actividad debió ser analizada 

en todos los casos empleando azocaseína como sustrato.

6.2.1. Preparación del Sustrato
El sustrato (azocaseína al 2 %) fue preparado por la técnica de Charney 

& Tomarelli (1947) modificada por López (1995).

6.2.2. Desarrollo de las Hidrólisis
La mezcla de reacción contuvo 250 μl de azocaseína al 2 % en buffer 

0,1 M de pH adecuado al ensayo, conteniendo cisteína 10 mM y 150 μl del 

extracto enzimático. La mezcla se incubó a 37 oC y la reacción se detuvo 

agregando 1,2 mi de ácido tricloroacético al 10%; los tubos se mantuvieron en 

reposo durante 15 minutos y luego se centrifugaron durante 20 minutos a 4.000 

g. Se virtieron 1,2 ml del sobrenadante en un tubo de ensayo conteniendo 1,4 

ml de NaOH 1 M y se midió la absorbancia a 440 nm a través de una celda de 

1 cm de paso. En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco 
agregando en primer término el ácido tricloroacético. Los ensayos se realizaron 

por quintuplicado y a diferentes tiempos.

6.2.3. Cálculo de la Actividad Enzimática
La unidad de actividad enzimática (Uazθcas) fue definida como la 

cantidad de enzima necesaria para producir un incremento de una unidad de 

absorbancia a 440 nm por minuto en las condiciones de ensayo.
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7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMÁTICA sobre SUSTRATOS 
SINTÉTICOS

7.1. Derivados N-α-carbobenzoxi-p-nitrofenil Ésteres de 
Aminoácidos (N-CBZ-aa)
El uso de este tipo de sustratos permite determinar la actividad 

endoesterásica relativa respecto al aminoácido que aporta el grupo carboxilo. 

En ellos están bloqueados tanto el grupo a-NHo como el a-COOH del 

aminoácido, éste último con un grupo cromóforo que al liberarse produce 

color.

Esquema de hidrólisis de un N-CBZ-aa, liberando p-nitrofenol.

La actividad de la preparación enzimática sobre N-CBZ-aa fue 

ensayada sobre los derivados de los siguientes aminoácidos: Ala, Asn, Asp, 

Gin, Gly, lie, Leu, Phe, Pro, Trp, Tyr y Val.
Se prepararon tres diluciones independientes de cada derivado de 

aminoácido partiendo de una solución stock de concentración 10 mM en 

acetonitrilo y llevando, con el mismo solvente, a una dilución 0,5 mM.
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La solución de philibertaína g fue preactivada realizando una dilución al 

medio en buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,0 conteniendo EDTA 2 mM y cisteína 

20 mM. Antes de iniciar la reacción, el extractivo enzimático fue diluido hasta 

llegar a una dilución final 1:500 en el mismo buffer sin cisteína. El mismo 

procedimiento de sucesivas diluciones se realizó sobre una alícuota del buffer 

con cisteína 10 mM con el fin de ser empleada en reemplazo del extracto 

enzimático en las hidrólisis no enzimáticas (blanco de reacción). Cabe 

mencionar que cuando se utiliza cisteína como activador de proteasas 

cisteínicas es esencial utilizar los blancos correctos debido a que la cisteína 

actúa catalizando la hidrólisis del sustrato.

Cada ensayo se realizó por triplicado conservando el siguiente orden:

Hidrólisis Enzimática de N-CBZ-aa

Extracto enzimático (1:500) IOOul
Buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,0 y EDTA 2 mM 1,8 mi
Sustrato 0,5 mM (en acetonitrilo) 100 ul

Se mezcla por inversión 3 veces y se coloca en el espectrofotómetro

Tiempo de lectura a 405 nm Cada 7 s hasta 3 min

Hidrólisis No Enzimática (Blanco)

Buffer preparado como se ha indicado previamente 100 ul
Buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,0 y EDTA 2 mM 1,8 mi
Sustrato 0,5 mM (en acetonitrilo) 100 ul

Se mezcla por inversión 3 veces y se coloca en el espectrofotómetro

Tiempo de lectura a 405 nm Cada 7 s hasta 3 min

La reacción se llevó a cabo a 37 oC y los cambios de absorbancia se 

midieron a 405 nm durante 3 min.

En este caso una unidad enzimática (Ucbz) fue definida como la cantidad 

de enzima que libera 1 μmol de p-nitrofenol por minuto a 37 oC y pH 8,0.
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7.2. L - piroglutamil -L- fenilalanil -L- Ieucina - p- 
nitroanilida
En las determinaciones de pH óptimo, efecto de inhibidores y constante 

de Michaelis de la enzima purificada se utilizó el sustrato sintético L- 

piroglutamil-L-fenilalanil-L-leucina-p-nitroanilida (PFLNA). La mezcla de 

reacción contuvo 1,5 ml de buffers de Good (Good e Izawa, 1972) 0,025 M de 

valores de pH entre 5,0 y 9,0, conteniendo KCl 300 mM, EDTA 0,1 mM y 

DTT 3 mM, 180 μl de PFLNA 1 mM en dimetilsulfóxido (DMSO) y 120 μl de 

la solución enzimática a ensayar. La actividad amidásica fue medida 

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 410 nm, con lo que se 

evaluó la cantidad de jp-nitroanilina liberada por la hidrólisis del sustrato. La 

reacción se llevó a cabo a 39 0C durante 3 minutos; los valores de absorbancia 

se registraron en forma continua (Filippova et al., 1984). Los blancos de 

reacción se realizaron agregando el buffer correspondiente en lugar de la 

preparación enzimática.

Los ensayos enzimáticos y blancos fueron realizados por triplicado.

8. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
CarboxipepTIDÁSICA
Para el ensayo de actividad carboxipeptidásica se añadieron a una 

cubeta de vidrio de 1 cm de paso óptico 2 ml de buffer de reacción (Tris-HCl 

0.05 M de pH 7,5 conteniendo NaCl 0,1 M), 10 μl de solución de sustrato N- 

(4-Methoxifenilazoformil)-Phe-OH (color naranja), disuelto en dimetil 

sulfóxido (DMSO) en una concentración 10 mM. El contenido fue mezclado 

por inversión y luego se agregaron 10 μl del extractivo enzimático obtenido 

como se indicó en 4.3. Inmediatamente luego de una nueva mezcla por 

inversión se registró el descenso de absorbancia a 350 nm durante 3 min. Como 
control positivo se utilizó Carboxipeptidasa A bovina (CPA) de SIGMA 

(Carboxipepetidasa A, Bovine pancreas) y en el ensayo utilizado como blanco 

de reacción se reemplazó el extracto enzimático por el mismo volumen de 

buffer.
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9. EFECTO DE LA CISTEÍNA SOBRE LA 
ACTIVIDAD DE PIHLIBERTAÍNA G

9.1. Preactivación del Extracto Enzimático
Con el fin de establecer las condiciones óptimas de activación de la 

preparación enzimática se realizaron ensayos incubando el extracto enzimático 

clarificado con diferentes concentraciones de cisteína a distintos tiempos.

Se adicionaron O, 5, 10, 20 y 30 mM de cisterna a distintas alícuotas del 

extracto enzimático, los que fueron incubados durante 0, 5, 15, 30 y 60 minutos 

en baño de hielo. Finalizado dicho tiempo se determinó la actividad 

Caseinolitica en buffer Tris-HCl 0,1 M a pH 8 (cfr. 6.1) conteniendo 10 mM de 

cisteína en la mezcla de reacción.

9.2. Efecto de la Cisteína en la Mezcla de Reacción
Para establecer las condiciones del medio de reacción que permitan a la 

preparación enzimática manifestar la máxima actividad, se incorporó al 

sustrato (caseína) 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mM de cisteína y luego se determinó la 

actividad proteolítica como se indica en el ítem 6.1. en buffer Tris-HCl 0,1 M a 

pH 8. Este ensayo se realizó con extracto enzimático clarificado sin preactivar 

y previamente activado con 5 mM de cisteína.

10. EFECTO DE INHIBIDORES ESPECÍFICOS DE
GRUPO

El método más adecuado y sencillo para determinar el grupo catalítico 

al que pertenece una peptidasa se basa en determinar su susceptibilidad frente a 

inhibidores específicos de grupo. A continuación se detallan los inhibidores 

utilizados.

• N-[N,-(L-3-trans-carboxyoxiran-2-carbonil)-L-leucil] agmatina (E64): 

inhibidor irreversible específico de proteasas cisteínicas que no afecta 

residuos de cisteína en otras enzimas o reactivos con bajo peso molecular 

tales como β-mercaptoetanol (Salvesen & Nagase, 2001).
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• Acido iodo acético (AIA): inhibidor no específico de proteasas cisteínicas, 

también puede inhibir otras enzimas e interaccionar con compuestos de 

bajo peso molecular como β-mercaptoetanol (Salvesen & Nagase, 2001).

• 1,10-Fenantrolina: inhibidor de metaloproteasas o proteasas activadas por 

metales, actúa como quelante y su efecto es reversible. Dado que posee una 

constante para iones zinc (2,5 x IO6 M^1) mucho mayor que para iones 

calcio (3,2 NT1) este quelante es usualmente empleado para 

metaloproteasas dependientes de zinc (Salvesen & Nagase, 2001).

• Fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF): inhibidor irreversible de proteasas 

serínicas, también inhibe proteasas cisteínicas reversiblemente por 

reducción de tioles (Salvesen & Nagase, 2001).

• Pepstatina A: es un compuesto de tipo pentapeptídico secretado por el 

género Streptomyces que contiene aminoácidos inusuales [Acido (3S,4S)-4- 

amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico] y se comporta como inhibidor 

específico de proteasas aspárticas (Salvesen & Nagase, 2001).

10.1. Efecto de Inhibidores Específicos Sobre la 
Actividad Endopeptidásica

Para determinar la pertenencia a los tipos mecanísticos propuestos por 

Barrett y Rawlings (1991), las preparaciones enzimáticas sin preactivar con 

cisterna fueron incubadas durante 30 minutos a 37 oC empleando inhibidores 

específicos. Se utilizaron PMSF en concentración 1 mM para peptidasas 

serínicas, E-64 en concentración 100 μM y AIA en concentración 100 μM para 

cisteínicas, pepstatina A en concentración 10 μM para aspárticas y 1,10- 

fenantrolina en concentración 10 mM para metalopeptidasas (Salvesen & 

Nagase, 2001). En todos los casos se realizaron controles donde se reemplazó 

el inhibidor por un volumen igual de agua o de metanol (solventes usados para 

disolver cada inhibidor) bajo las mismas condiciones; estos valores se tomaron 

como 100 % de actividad.
Finalizada la incubación se determinó la actividad residual sobre 

caseína en todos los casos (cfr. 6.1), con la excepción del ensayo con 1,10- 

fenantrolina en el que se utilizó en su lugar azocaseína como sustrato (cfr. 6.2).
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10.2. Efecto de Inhibidores Específicos de la Actividad 
Amidásica

Para determinar el mecanismo catalítico de philibertaína g I, la proteasa 

purificada de pl más alcalino, se utilizaron inhibidores específicos de grupo 

como el E-64 (100 μM), pepstatina A (1 μM), PMSF (1 mM) y 1,10- 

fenantrolina (10 mM), midiendo la actividad amidásica residual utilizando el 

sustrato sintético PFLNA.

Se incubaron 1760 μl de buffer fosfato 0,1 M de pH 6,5 conteniendo 

KCl 0,3 M, EDTA 0,1 mM y DTT 3 mM con 40 μl de enzima purificada, 

durante 5 minutos a 30 oC con el fin de activar la enzima. Luego se agregaron 

200 μl del correspondiente inhibidor y se incubó la mezcla por 30 minutos a la 

misma temperatura. Transcurrido el tiempo de incubación la actividad 

enzimática residual fue medida por la adición de 100 μl de sustrato (PFLNA 

ImM en DMSO) leyendo la absorbancia a 410 nm en forma continua durante 5 

minutos. En todos los casos se realizaron controles sin inhibidor bajo las 

mismas condiciones, pero con el agregado del correspondiente volumen de 

agua o de metanol (solventes usados para disolver cada inhibidor), los cuales se 

tomaron como 100 % de actividad.

10.3. Efecto de la Preactivación del Extracto 
Enzimático sobre la Inhibición con AIA

Diferentes alícuotas de la preparación enzimática sin preactivar y 

preactivada (cfr. 9.1) con 5 mM de cisteína fueron incubadas con distintas 

concentraciones de AIA 0, 1, IOy 15 mM durante 30 minutos a 37 °C. Pasado 

el período de incubación se determinó la actividad proteolítica de las diferentes 

preparaciones enzimáticas, utilizando caseína como sustrato como fue indicado 

en el ítem 6.1.
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11. EFECTO DE AGENTES QUÍMICOS

Se evaluó el comportamiento de philibertaína g en presencia de 

distintos agentes químicos y desnaturalizantes comúnmente utilizados en la 

industria y en diferentes etapas durante el aislamiento, purificación y 

caracterización de las enzimas presentes en dicho extracto.

El ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) actúa como quelante de 

iones bivalentes, inhibiendo metaloproteasas o proteasas dependientes de iones 

metálicos como proteasas serínicas dependientes de calcio (Salvesen & 

Nagase, 2001). El dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente aniónico y el 

tritón X-100 uno no iónico, ambos se emplean como agentes desnaturalizantes. 

La urea es usada como agente disociante causando la ruptura de los puentes de 

hidrógeno. Por su parte el CaCE es agregado a la leche en los ensayos de 

coagulación, debido a que los iones Ca+2 son necesarios para la precipitación 

de la para-caseína durante el proceso de coagulación (Fox, 1989 y Visser, 

1993).
En todos los casos se determinó la actividad Caseinolitica del extracto 

enzimático con el agente químico presente en la mezcla de reacción. Los 
ensayos con SDS se realizaron de dos formas, una como fue mencionada 

anteriormente y otra preincubando la enzima con el SDS al 1 % durante 30 

minutos a 20oC. Finalizada la incubación se determinó la actividad proteolítica 

residual sobre caseína de la forma indicada en 6.1.
En todos los casos se realizaron controles sin el agente químico bajo las 

mismas condiciones, aunque con el agregado del correspondiente volumen de 

buffer; los valores obtenidos se tomaron como 100 % de actividad. Las 

concentraciones efectivas de los diferentes agentes químicos se muestran en la 

siguiente tabla
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Agente 
Químico

Concentración en la 
mezcla de reacción

SDS 1 %
Tritón X-IOO 1 %

Urea 4M

NaCl 0,3 M

EDTA IOmM

CaCl2 IOmM

12. METODOS DE CONSERVACIÓN DE LA 
PREPARACIÓN ENZIMÁTICA I

12.1. Efecto de las Bajas Temperaturas Sobre Ia 
Actividad Proteolítica

Se almacenaron preparaciones enzimáticas (extracto crudo y 

philibertaína g) a dos diferentes temperaturas y se ensayó el efecto del tiempo 

de almacenamiento sobre la actividad Caseinolitica de las preparaciones. 

Alícuotas de 1 mi de cada extractivo se conservaron en heladera (8 0C) y 

congeladas a -20 0C. Luego de 8, 30, 60 y 180 días fueron descongeladas dos 

muestras correspondientes a cada tiempo de conservación, determinándose la 

actividad residual de la forma indicada en 6.1. Los datos de philibertaína g 

conservada a - 20 oC por tiempos más prolongados fueron obtenidos de la 

misma manera.

12.2. Efecto de la Liofilización Sobre la Actividad 
Proteolítica

Se ensayó el efecto de la Iiofilizacion sobre la actividad Caseinolitica de 

philibertaína g. Alícuotas de 2 mi de dichas preparaciones fueron congeladas 

en frascos ampolla por rotación dentro de un recipiente conteniendo aire 

líquido, con lo que se obtiene una película delgada, reduciéndose así el tiempo 

de congelamiento y facilitándose el proceso de Iiofilizacion. La Iiofilizacion 

fue llevada a cabo en un equipo FIC, modelo L2. Algunas muestras no fueron 

Iiofilizadas a efectos de ser utilizadas como control del experimento. A 
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continuación se determinó la actividad Caseinolitica tanto en las muestras

Iiofilizadas como en los controles como se indica en el ítem 6.1.

13. EFECTO DEL PH SOBRE EA ACTIVIDAD 
PROTEOLÍTICA

Para obtener el perfil de pH de philibertaína g y de philibertaína g I 

(enzima purificada) se utilizó caseína preparada en los siguientes buffers (25 

mM): MES, MOPS, TAPS, AMPSO y CAPS (Good e Izawa, 1972) en un 

rango de pH 6,0 a 11,0 con intervalos de 1 unidad de pH. El ensayo fue 

realizado como se indicó en 6.1 incubando la mezcla de reacción a 37 0C.

14. Estabilidad en el rango de ph de 
MAYOR ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA

Teniendo en cuenta la posibilidad de utilización de la enzima en 

procesos industriales, se consideró ventajoso conocer la estabilidad de la 

preparación enzimática dentro del rango de pH de mayor actividad 

Caseinolitica durante períodos más prolongados que los utilizados en las 

experiencias habituales de laboratorio. El experimento se llevó a cabo 

incubando las preparaciones enzimáticas durante O, 15, 30, 60 y 120 minutos 
en baño de hielo a pH 7, 8, 9 y 10, utilizando los buffers (25 mM) MES, 

MOPS, TAPS, AMPSO y CAPS (Good e Izawa, 1972). Luego de cada 

incubación se determinó la actividad residual sobre caseína de la manera 

indicada en 6.1.

15. EFECTO DE LA FUERZA IÓNICA SOBRE LA 
ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA

Para estudiar el efecto de la fuerza iónica sobre la actividad enzimática 

de philibertaína g, se determinó la actividad proteolítica de la manera habitual 

(cfr. 6.1) pero con el agregado de cantidades crecientes de NaCl a Ia 

preparación del sustrato. Las diferentes soluciones de caseína empleadas en 
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este ensayo se prepararon al 1 % y a pH 8 conteniendo 0,00; 0,25; 0,50; 1,00;

1,50 y 2,00 M de NaCl.

16. ESTABILIDAD TÉRMICA

Con el objeto de determinar el comportamiento de philibertaína g luego 

de ser sometida durante tiempos variables a distintas temperaturas. Las 

preparaciones enzimáticas fueron incubadas durante 0, 5, 10, 30, 60, 90 y 120 

minutos a 25 °C, 37 °C, 45 0C, 55 °C, 65 oC y 75 oC, a pH 8,5. Finalizado el 

período de incubación, las muestras frieron mantenidas en un baño de hielo 

hasta que se midió la actividad Caseinolitica residual de la forma indicada en 

6.1.

17. ANALISIS DE LA PRESENCIA DE 
INHIBIDORES DE CARBOXIPEPTIDASAS

Para detectar la presencia de actividad inhibitoria de Carboxipeptidasa A 

(CPA) se utilizó el extractivo de Philibertia gilliesii obtenido como se indicó 

en el ítem 4.3. La actividad inhibitoria se manifiesta por un descenso en la 

velocidad de desaparición del color naranja (Abs. 350 nm), propio del sustrato 

utilizado (N-(4-Methoxifenilazoformil)-Phe-OH) en la determinación de la 

actividad de Carboxipeptidasa A (cfr. 8).

El ensayo de inhibición se realizó siguiendo dos protocolos diferentes.

Sin Preincubación del Extracto y la Enzima

Buffer Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,1 M, pH 7,5 2000 μl
Solución de CPA bovina (Sigma) 10 μg∕ml 10 μl
Solución de sustrato 10 mM 10 μl

Luego de 40 segundos de iniciada la reacción

Muestra (extractivo conteniendo inhibidores) 10 μl
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Con Preincubación del Extracto y la Enzima

Muestra (extractivo conteniendo inhibidores) 10 μl
Solución de CPA bovina (Sigma) 10 μg∕ml 10 μl

Incubar durante 5 minutos a 37 oC

Buffer Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,1 M, pH 7,5 2000 μl
Solución de sustrato 10 mM 10 μl

La reacción fue monitoreada por medidas continuas de absorbancia 

durante 3 minutos (cfr. 8). En los ensayos utilizados como blancos la muestra 

fue reemplazada por buffer.

18. HIDROLISIS DE PROTEÍNAS DE PESCADO

El objetivo del experimento fue determinar el grado de hidrólisis de las 

proteínas presentes en el agua de cola por acción de philibertaína g y analizar 

los productos generados durante la proteólisis, en comparación con la hidrólisis 

producida por alcalasa (preparación enzimática comercial obtenida de Bacillus 

Iichemformis, Novo Industri A/S, Denmark) empleando la misma relación 

enzima/sustrato.

18.1. Obtención del Agua de Cola
La fuente de proteínas de pescado fue agua de cola, nombre con que se 

designa al efluente líquido de las fábricas de harina de pescado. Este líquido 

residual contiene principalmente agua, sólidos suspendidos y proteínas 

solubles. Este líquido fue obtenido del procesado de merluza (Merluccius 

huhbsi y Macruronus magellanicus), savorin (Seriolella porosa) y langostino 

(Pleoticus muelleri) y transportado al laboratorio, donde se dejó enfriar. Una 

vez frío se sacó la capa de aceite Supernadante mediante aspirado y el aceite 

emulsionado remanente se separó por Centriftigacion a 6000 rpm y temperatura 

ambiente (centrífuga Sorvall RC C5). La capa de aceite se retiró mediante un 

aspirado final. Al agua de cola así obtenida se le agregó tetraciclina al 0,002 %
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como preservante (del Valle & Aguilera, 1991), se homogeneizó, fraccionó y 

almacenó a -20oC para posteriores análisis.

18.2. Obtención de la Fracción Soluble y de la Fracción 
Insoluble

Para la obtención de estas dos diferentes fracciones se tomó una 

alícuota de agua de cola y se centrifugó a 12000 rpm durante 20 minutos. El 

sobrenadante obtenido fue denominado fracción soluble del agua de cola “FS” 

y el precipitado (pellet), fracción insoluble del agua de cola “FI”. La fracción 

insoluble fue secada en estufa a 40 °C.

18.3. Determinación de la Composición Química del
Agua de Cola
Con el fin de analizar las características físico químicas del agua de 

cola, se realizaron las siguientes determinaciones que se indican a 

continuación.

18.3.1 Sólidos Totales
Se tomaron fracciones de 100 mi de agua de cola y se colocaron sobre 

cápsulas de porcelana previamente calcinadas y taradas. Dichas cápsulas frieron 

colocadas en estufa a 105 oC hasta peso constante. Luego de enfriadas en 
desecador se realizaron las correspondientes pesadas. La determinación se 

realizó por quintuplicado.

18.3.2 Cenizas
Las cápsulas provenientes de la determinación de sólidos totales fueron 

calcinadas en mufla a 550 0C por 24 horas sin ningún tratamiento posterior. 

Luego de enfriadas en desecador se realizaron las correspondientes pesadas. 

Cada determinación se realizó por quintuplicado.
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18.3.3 Nitógeno Total
Los valores de nitrógeno total (N) fueron determinados por el método 

de Kjeldhal (micro-Kjeldhal) de acuerdo a la AOAC (Association of Official 

Analytical Chemists, 1995). La concentración de proteínas fue estimada como 

N x 6,25. Las determinaciones fueron realizadas por cuadruplicado. Los 

análisis fueron realizados en el Servicio de Química del CENPAT-CONICET.

18.4. Preparación de las Muestras Proteicas para el 
Posterior Análisis por Electroforesis

El objetivo del experimento fue comparar las diferencias en el perfil 

proteico de las muestras de agua de cola, de la fracción soluble y de la fracción 

insoluble, Solubilizando las proteínas de dos maneras diferentes y analizar 

dichas muestras utilizando Tricina-SDS-Page, un sistema electroforético de 

alta resolución optimizado para la separación de péptidos en el rango de 5 a 20 

kDa (cfr. 22.4).

18.4.1 Solubilizacion de las Proteínas con Buffer de Muestra

Las muestras analizadas con este método de Solubilizacion fueron de 

agua de cola completa, de la fracción soluble y de la fracción insoluble. Las 

dos primeras muestras fueron tratadas previamente con 3 volúmenes de acetona 

a -20 oC con el fin de precipitar las proteínas solubles, luego frieron 

centrifugadas a 1OOOO rpm por 15 minutos. Los precipitados de cada una de las 

tres muestras fueron redisueltos en buffer de muestra (BM) constituido por 

Tris-HCl 62,5 mM de pH 6,8, conteniendo SDS al 2 %, β-mercaptoetanol al 5 

%, glicerol al 10 % y azul de bromofenol al 0.001 %. Cada mezcla fue hervida 

por 3 minutos, centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante así 

obtenido fue utilizado para sembrar en el gel de poliacrilamida.

18.4.2. Solubilizacion de las Proteínas en Presencia de Urea
Las muestras Solubilizadas con este método fueron de agua de cola 

completa y de la fracción insoluble con el fin de evaluar si con urea se
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Solubilizaban otras proteínas respecto al tratamiento anterior. Dichas muestras 

se agitaron constantemente por el término de 1 hora a temperatura ambiente 

con una solución de urea 9 M y SDS al 10 % en la proporción que se indica a 

continuación:

Mezcla de Solubilizacion

Agua de cola 1 mi -

Fracción Insoluble - 143 mg

Urea 9 M 8 mi 2,7 mi

SDS 10 % 1 mi 300 μl

Luego de transcurrido el tiempo de homogeneización, cada mezcla fue 

Centrifiigada a 12000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. Una alícuota 

de cada sobrenadante fue mezclada con el mismo volumen de buffer de 

muestra (BM), mencionado en el ítem anterior, preparado con al doble de 

concentración (2X). Cada mezcla fue hervida por 3 minutos y luego 
centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante obtenido fue 

utilizado para sembrar el gel de poliacrilamida.

18.5. Hidrólisis Controlada de Proteínas de Pescado
La reacción de hidrólisis se llevó a cabo utilizando agua de cola 

conteniendo un 6,86 % p/v de proteínas (cfr. 18.3.3) y una relación 

enzima/sustrato igual a 8,9 Ucas∕g de proteína. La reacción se llevó a cabo a 45 

°C, con el agregado de cisteína 25 mM en la mezcla reacción y pH 9, que fue 

ajustado con NaOH 1 N. Una vez acondicionado el sustrato -agua de cola- a las 

condiciones de temperatura, pH y concentración de Cys arriba mencionadas se 

agregó el volumen necesario de la preparación enzimática y se procedió a 

determinar el grado de hidrólisis. En todos los casos se realizaron ensayos en 

blanco, reemplazando la solución de enzima por una cantidad equivalente de 

buffer.
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18.5.1. Determinación del Grado de Hidrólisis
El seguimiento de la hidrólisis se realizó con un "pH-stat" manual para 

valorar los protones liberados durante la proteólisis, empleando una 

microbureta tipo Bahn, un pH-metro, un vaso de doble camisa para 

termostatizar la mezcla de hidrólisis y un baño de temperatura graduable. El 

pH se mantuvo constante por adición de solución de NaOH 0,25 N cada vez 

que el mismo descendió 0,1 unidad. Luego de tres horas se detuvo la reacción 

por disminución del pH a 4,2 mediante el agregado de HCl 2 N.

El grado de hidrólisis (GH) se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula 

(Adler-Nissen, 1986):

donde a es el grado de disociación promedio de los grupos a-NH- y 

depende del pH y la temperatura. A pH 9 y 45 oC el valor de 1/a es igual a 

1,015. MP es la masa de proteína en gramos (Kjeldahl) y ht0t el número total de 

uniones peptídicas en el sustrato proteico (meq/g) que en el caso de proteínas 

de pescado se utilizada el valor 8,6.

18.5.2. Obtención de Muestras de los Hidrolizados para su 
Análisis Electroforético

A diferentes tiempos (0, 2, 5, 10, 30, 60, 90 y 180 minutos) se tomaron 

alícuotas de 200 μl de la mezcla de la reacción de hidrólisis y se mezclaron con 

1 mi de acetona a -20oC en un tubo de microcentrífuga. Se almacenaron a -20 

oC para favorecer la precipitación de proteínas, luego las muestras fueron 

centrifugadas a 10000 rpm y Solubilizadas como se indica en el ítem 18.4.1. El 

sobrenadante obtenido fue utilizado para sembrar en un gel de SDS-Tricina- 

PAGE de alta resolución (cfr. 22.4).
El análisis de los geles obtenidos fue realizado por densitometría (c/r.

26)
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19. HIDRÓLISIS CONTROLADA DE PROTEÍNAS 
DE LECHE BOVINA

El objetivo del experimento fue determinar la acción del extracto 

enzimático de Philibertia gilliesii sobre caseínas bovinas y analizar los 

productos de hidrólisis generados durante la proteólisis.

19.1. Obtención del Sustrato
Las dispersiones del sustrato se prepararon al 1,25 % p/v por disolución 

de caseína tipo Hammarsten en buffer glicina-NaOH 0,1 M de pH 9. La 

preparación del sustrato se realizó suspendiendo 1,25 g de caseína en 50 mi de 

solución buffer glicina-NaOH 0,2 M de pH 9. La suspensión se colocó en un 

baño de agua fría que luego fue llevada a ebullición y se mantuvo en esas 

condiciones durante 20 min. La solución resultante se filtró en caliente por 

papel, agregando luego 40 mi de agua destilada y se la dejó enfriar. A la 

solución obtenida se le agregó cisterna para obtener una concentración final 25 

mM, ajustándose el pH a 9 con NaOH 0,2 M y agregando luego agua destilada 

hasta un volumen final de 100 ml. La solución se conservó a 4 oC y fue 

utilizada el mismo día en que fue preparada.

19.2. Desarrollo de las Hidrólisis
Los ensayos se realizaron a 45 oC con una relación enzima/sustrato de 

8,9 Ucas∕g proteína. A 450 μl de sustrato se le adicionaron 50 μl de extracto 

enzimático, deteniéndose la reacción a distintos tiempos (0, 5, 10, 30, 60, 90 y 

180 minutos) por precipitación con 500 μl de TCA al 5 %. Los blancos fueron 

preparados reemplazando los 50 μl de enzima por buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 

8,0. Los tubos se dejaron reposar durante 30 minutos a 4 0C.
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19.3. Obtención de Muestras de los Hidrolizados para 
su Análisis Electroforético

Las muestras obtenidas según la técnica descrita en el ítem 19.2 se 

Centrifiigaron a 9.500 rpm durante 10 minutos para eliminar el sobrenadante. 

Los precipitados conteniendo las proteínas y los péptidos insolubles en TCA se 

redisolvieron en 450 μl de buffer de muestra 2X (BM: Tris-HCl 62,5 mM de 

pH 6,8 conteniendo SDS al 2 %, β-mercaptoetanol al 5 %, glicerol al 10 % y 

azul de bromofenol al 0.001 %.) y se alcalinizaron con 50 μl de NaOH IN. Se 

llevaron a ebullición durante 5 minutos y se centrifugaron durante 10 minutos 

a 9.000 rpm. el sobrenadante obtenido fiie utilizado para sembrar el gel de 

SDS-Tricina-PAGE de alta resolución (c/r. 22.4). El análisis de los geles 

obtenidos fue realizado por densitometría (cfr. 26)

20. COAGULACIÓN DE LECHE BOVINA

A causa de consideraciones éticas relacionadas al uso del cuajo bovino 

como coagulante de leche, al creciente número de personas que siguen una 

dieta vegetariana y a la posibilidad de obtener quesos con nuevos sabores se ha 

incrementado el interés por la obtención de coagulantes de origen vegetal 

(Tavaria et al., 1997). En base a estas circunstancias se ha realizado la 

comparación del poder coagulante de extractos parcialmente purificados de 

Philihertia gilliesii Hook, et Am. (philibertiaína g) con los de otros tres 

obtenidos en el LIPROVE a partir del látex de Asclepias fruticosa L. 

(asclepaína f) y de frutos de Bromelia halansae Mez (balansaína) y Bromelia 

hieronymi Mez (hieronymaína).
La actividad coagulante de leche fue medida disolviendo leche 

descremada en polvo (100 g/1) en 10 mM de CaCl2. Cada extracto enzimático 

(0,1 mi) fue mezclado con 0,5 mi de este sustrato. Los blancos fueron 

preparados reemplazando el extracto enzimático por solución buffer. Una 
unidad de actividad coagulante (CU) fue definida como la recíproca del tiempo 

(min) necesario para iniciar la coagulación de la leche (Pardo et al., 2001).
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21. PURIFICACIÓN

21.1. Purificación Preliminar por Precipitación 
Acetonica Fraccionada

Aunque el extracto crudo obtenido a partir de látex de frutos -que 

presenta habitualmente un elevado contenido de componentes de diversas 

densidades- ha sido clarificado (cfr. 4.2) obteniéndose un producto útil para 

aplicaciones biotecnológicas, esta preparación no es adecuada para ser 

sembrada en columnas cromatográficas. Por lo antes expresado se decidió 

realizar una purificación preliminar por precipitación acetónica fraccionada, lo 

que permite además enriquecer el extracto en proteína activa. Para ello se 

tomaron diferentes alícuotas de philibertaína g, cada una con un volumen de 2 

ml. A cada alícuota se le agregaron 0,25; 0,50; 0,75; 1,00: 1,50; 2,00; 3,00; 

4,00 y 5,00 volúmenes de acetona a -20 0C, gota a gota y con agitación suave, 

manteniendo la temperatura de la mezcla entre 0 y 4 oC a los efectos de reducir 

al mínimo la desnaturalización. Las suspensiones obtenidas se dejaron reposar 

durante 1 hora a -20 oC y finalmente se Centrifiigaron a 10.000 rpm durante 20 

minutos. Se descartaron cuidadosamente los sobrenadantes y los precipitados 

frieron sometidos a vacío durante 15 minutos para eliminar restos de acetona. 

Cada precipitado se disolvió en 2 ml de buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8, 

manteniendo de esta manera el volumen original. A los precipitados redisueltos 

y a una muestra sin precipitar, que se la utilizó como control, se les determinó 

actividad Caseinolitica y el contenido de proteínas de acuerdo a las técnicas 

descriptas en los ítems 6.1 y 5.1, respectivamente.

En base a los resultados obtenidos, mostrados en el ítem 4.1 de 

Resultados y Discusión (R&D), fue seleccionado el modo de obtención de una 

preparación enzimática parcialmente purificada (PEPP). La técnica consistió en 

una primera precipitación de philibertaína g con medio volumen de acetona a 

-20 oC y una segunda precipitación del sobrenadante obtenido, con 3 

volúmenes de acetona fría. El “pellet” correspondiente a esta segunda 

precipitación fue redisuelto en buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8 y la solución 

obtenida (PEPP) fue utilizada para realizar las diferentes cromatografías.
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21.2. Purificación Cromatográfica de Intercambio 
Iónico

Para resolver la mezcla de proteínas presentes en la preparación 

enzimática parcialmente purificada se recurrió a la cromatografía de 

intercambio iónico, la que permite resolver mezclas de proteínas con valores de 

pl cercanos. La optimización de la purificación fue compleja y requirió variar 

el pH de corrida, las condiciones de elución y los sistemas buffer.

21.2.1. Selección de los Parámetros Cromatográficos
En todos los casos se empleó un equipo FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography, Pharmacia) y una columna XK 16/40 rellena con un 

intercambiador catiónico (SP-Sepharose Fast Flow, Amersham). La muestra 

sembrada fue la preparación enzimática parcialmente purificada, PEPP (ς∕r. 

21.1). Los sistemas buffer empleados, volumen de muestra, gradientes salinos 

y velocidad de corrida variaron en las diferentes separaciones cromatográficas 

y los cambios más significativos se detallan a continuación. Los eluatos se 

recolectaron automáticamente y el volumen de cada fracción fue de 1,5 ml. En 

base a los valores de pl obtenidos por IEF de la PEPP, se comenzó realizando 

una cromatografía de intercambio catiónico a pH 7,95.

21.2.1.1. Cromatografía inicial
La columna fue equilibrada con buffer Tris-HCl 50 mM de pH 7,95 

(buffer de partida). Se sembraron 3 ml de la PEPP y se realizó un lavado a una 

velocidad de flujo de 1 ml/min con un volumen de columna del buffer de 

partida. Las proteínas retenidas fueron eluidas a la misma velocidad de flujo (1 

ml/min) con cinco volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl 0,0- 

1,0 M preparado en el buffer de partida.

21.2.1.2. Variación del gradiente salino
Con el fin de mejorar la resolución se realizaron modificaciones de los 

gradientes salinos (0,0 a 0,8 M y 0,0 a 0,7 M) de NaCl. En estos dos casos el 
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volumen sembrado fue de 500 μl, manteniéndose constante el resto de los 

parámetros.

21.2.1.3. Variación del pH
Con el objeto de que las proteínas alcalinas activas eluyan más 

fácilmente se incrementó el pH de trabajo en una unidad utilizando el mismo 

sistema buffer (Tris-HCl 50 mM) de pH 8,95. El volumen de siembra fue de 3 

ml de la PEPP, se realizó una elución !socrática con un volumen de columna de 

una solución de NaCl 0,1 M en buffer de partida. Durante esta etapa la 

velocidad de flujo fue de 1 ml/min, la que se redujo a 0,5 ml/min desde la 

aplicación de cuatro volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl (0,1 

a 0,4 M).

21.2.1.4. Variación del sistema buffer
Dado que el sistema Tris-HCl posee baja capacidad amortiguadora a 

valores de pH cercanos a 9, la demora en lograr el equilibrio de la columna 

resultó excesiva lo mismo que el consumo de reactivos. A causa de este 
inconveniente se seleccionó el sistema Glicina-NaOH 50 mM para las 

sucesivas cromatografías.
Con el fin de comprobar si al variar las especies químicas que 

componen el buffer se producía alguna variación en la forma de elución de la 

muestra la siguiente cromatografía se realizó en las mismas condiciones de pH, 

gradiente y velocidad indicadas en el ítem anterior, pero empleando un 

volumen de muestra de 500 μl.

21.2.1.5. Variaciones en el sistema de elución
La última etapa de optimización consistió en aplicar gradientes 

variables a lo largo de la cromatografía. Se utilizaron tres programas diferentes:

a) Buffer de partida: Glicina-NaOH 50 mM de pH 8,95. Elución 1: un volumen 
de columna del buffer de partida conteniendo NaCl 0,1 M a una velocidad de 2 

ml/min. Elución 2: medio volumen de columna de un gradiente lineal de NaCl 
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0,1 a 0,2 M a una velocidad de 1 ml/min. Elución 3: 4,5 volúmenes de columna 

de un gradiente 0.2 a 0,4 M de NaCl a una velocidad de 1 ml/min.

b) Buffer de partida: Glicina-NaOH 50 mM de pH 8,64. Lavado: un volumen 

de columna del buffer de equilibrio a una velocidad de 2 ml/min. Elución 1: 1,8 

volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl 0,0-0,1 M en el mismo 

buffer. Elución 2: 0,2 volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl 

0,1 a 0,12 M a la misma velocidad. Elución 3: elución isocrática con 0,5 

volúmenes de columna de NaCl 0,12 M. Elución 4: 2,7 volúmenes de columna 

de un gradiente lineal de NaCl 0,12 a 0,3 M. Elución 5: 1 volumen de columna 

de un gradiente lineal de NaCl 0,3 a 0,4 M. En todos los casos de elución se 

realizó a una velocidad de flujo de 1 ml/min.

c) Buffer de partida: Glicina-NaOH 50 mM de pH 8,64. Lavado: un volumen 

de columna del buffer de equilibrio, a una velocidad de 2 ml/min. Elución 1: un 

volumen de columna de buffer conteniendo 0,035 M de NaCl a 2 ml/min. 

Elución 2: 4,8 volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl 0,035-0,1 

M, a una velocidad de 1,5 ml/min. Elución 3: 1 volumen de columna de un 

gradiente lineal de NaCl 0,1-0,17 M. Elución 4: elución isocrática con 2 
volúmenes de columna con NaCl 0,17 M, a una velocidad de 1,5 ml/min. 

Elución 5: 2 volúmenes de columna de un gradiente lineal de NaCl 0,17-0,2 M, 

a una velocidad de 1,5 ml/min. Elución 6: 5,4 volúmenes de columna de un 

gradiente lineal de NaCl 0,2-0,35 M, a una velocidad de 1,5 ml/min. En todos 

los casos el NaCl fue disuelto en el buffer de partida.

En todos los Cromatogramas el contenido de proteínas fue monitoreado 

por absorbancia a 280 nm (c/r. 5.2) y la actividad Caseinolitica determinada 

como se indicó en el ítem 6.1.
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21.3. Purificación Cromatográfica de Exclusión 
Molecular
Para tratar de resolver la mezcla de proteínas presentes en la 

preparación enzimática parcialmente purificada por precipitación acetónica 

fraccionada se recurrió a esta técnica, que permite separar proteínas por tamaño 

molecular.

21.3.1. Preparación de la Muestra y Condiciones de Corrida en 
Baja Fuerza Iónica

A la preparación enzimática parcialmente purificada se le realizó un 

cambio de buffer del siguiente modo: la muestra (PEPP) fue precipitada con 

acetona fría (-20 °C), centrifugada a 10.000 rpm y redisuelta en buffer Gly- 

NaOH 50 mM pH 8,6 conteniendo tetrationato de sodio 5 mM. El tetrationato 

de sodio se utiliza como inhibidor reversible de Cisteinproteasas (Patel & 

Jagannadham. 2003), efecto que se revierte en presencia de cisteína. La PEPP 

así obtenida fue filtrada a través de un filtro de membrana de acetato de 

celulosa (con tratamiento para minimizar la unión de proteínas) con un 

diámetro de poro de 0,22 μm (Sartorius), de este modo se sembraron 1,4 mi de 

muestra en una columna rellena con Sephacryl S-100. La elución se realizó con 

el mismo buffer a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min, recogiendo fracciones 

de 1,5 mi.

21.3.2. Preparación de la Muestra y Condiciones de Corrida en 
Alta Fuerza Iónica

La muestra fue preparada como se indicón en el ítem 21.3.1 utilizando 

el mismo buffer aunque conteniendo 0,3 M de NaCl con el fin de disminuir la 

interacción inespecífica existente entre las proteínas presentes en la 
preparación enzimática parcialmente purificada. El mismo volumen de muestra 

fue filtrado y sembrado sobre la columna rellena con Sephacryl S-100. La 

elución se realizó con el mencionado buffer manteniendo la fuerza iónica 

constante en 0,3 M de NaCl durante todo el desarrollo de la cromatografía, a 

una velocidad de flujo de 0,5 ml/min, recogiendo fracciones de 1,5 mi.
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22. Electroforesis en celes de polI- 
acrilamida

22.1. Electroforesis Nativa

22.1.1. Preparación de las Muestras
Las muestras correspondientes a los extractivos clarificados de cada 

especie vegetal fueron concentradas por agregado de tres volúmenes de 

acetona. Los precipitados acetónicos así obtenidos fueron redisueltos en el 

buffer de muestra cuya composición se indica a continuación. Las muestras 

fueron centrifugadas a 16.000 g. Los sobrenadantes obtenidos se conservaron 

en freezer a -20 oC hasta su posterior uso.

c.s.p. : cantidad suficiente para

Buffer de Muestra

Glicerol IOml

Azul de bromofenol 2mg

Buffer Tris-HCl 62,5 mM de pH 8,8 as.p. 100 mi

22.1.2. Preparación de los Geles
22.1.2.1. Gel en gradiente

Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con 

el equipo Mini-Protean II (Bio-Rad). Los gradientes de poliacrilamida (Hames, 

1990) se obtuvieron mezclando cantidades iguales de las dos soluciones de 

poliacrilamida que definen los extremos del gradiente, utilizando para ello un 

formador de gradientes (modelo 385, Bio-Rad) colocado sobre un agitador y 

adosado al mismo una bomba peristáltica (modelo P-1, Pharmacia). En los 

geles resultantes (7,3 cm x 8 cm x 0,75 mm) la concentración de poliacrilamida 

se incrementa en forma lineal desde la zona de siembra hacia el fondo de la 

placa.
Las soluciones de poliacrilamida utilizadas para la obtención de los 

geles en gradiente se prepararon de acuerdo a las fórmulas que se indican a
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continuación (las cantidades consignadas son las necesarias para preparar dos 

placas).

Buffer de Resolución

Tris 36,3 g

HCl IM, c.s.p. pH final 8,8

Agua destilada (AD), c.s.p. 1OO mi

Solución A

Sacarosa 0,90 g

Buffer de resolución 0,75 mi

Agua destilada (AD) 1,00 mi

Gel de Resolución 5% 20%

Acril-Bis (30:0,8) 1,00 mi 4,00 ml

Buffer de resolución 0,75 mi —

Solución A 2,00 ml

Agua destilada (AD) 4,25 mi

Tomar 2.7 mi y agregar:

N,N,N',NMetrametiletilendiamina (TEMED) 5 μl 5 μl
Persulfato de amonio (PSA) 5% 12 μl 12 μl

22.1.2.2. Gel homogéneo con gel de apilamiento
Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con 

el equipo Mini-Protean II (Bio-Rad). La composición de los sistemas buffer y 

la de los geles empleados se indican a continuación en forma de tablas:

Buffer del Gel de Resolución

Tris 36,3 g

HCl 1M, c.s.p. pH final 8,8

AD, c.s.p. 100 ml

Buffer del Gel de Apilamiento

Tris 36,3 g

HCl 1M, c.s.p. pH final 6,8

AD, c.s.p. 100 ml
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Gel de Resolución (12,5%)

Acril-Bis (30:0,8) 4,15 mi

Buffer de resolución 1,25 mi

Agua destilada 4,49 mi

PSA 5% 105 μl

TEMED 5 μl

Volumen final 10,0 ml

GeI de ApiIamiento (5%)

Acril-Bis (30:0,8) 1,16 ml

Buffer de apilamiento 0,87 ml

Agua destilada 4,86 ml

PSA 5% 105 μl

TEMED 5 μl

Volumen final 7,00 ml

En primer lugar se colocaron 5 ml de la mezcla del gel de resolución en 

cada placa y se dejaron polimerizar sin mover el formador de geles. Sobre la 

mezcla del gel de resolución se colocaron 1OO μl de «-butanol para alinear la 

interfase en contacto con el aire y facilitar la visualización de la 

polimerización. Luego de la polimerización se retiró el alcohol, se lavó la 

superficie con agua y se eliminó el exceso de agua con papel de filtro. A 

continuación se colocó la mezcla del gel de apilamiento y de inmediato los 

peines.

Es importante destacar que este tipo de gel se corrió con los electrodos 
del equipo invertidos dada la naturaleza muy básica de las proteínas de interés.

22.1.3. Aplicación de las Muestras y Condiciones de Corrida
Las muestras se aplicaron bajo buffer con jeringa Hamilton (volúmenes 

de siembra: 10-20 μl). La electroforesis se desarrolló en un equipo Mini- 

Protean II Dual Slab Cell (Bio Rad) durante 80 minutos a corriente constante 

(50 mA), empleando el siguiente buffer de reservorio (Hashimoto et al., 1983) 

de pH 8,5.

Buffer de Reservorio

Tris 0,050 M

Glicina 0,384 M
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22.1.4. Fijación y Coloración
Finalizada la electroforesis, los geles se fijaron y tiñeron por inmersión 

en solución colorante de Coomassie Brillant Blue R-250 durante 2 hs. 

Posteriormente se hicieron sucesivos lavados con solución decolorante para 

eliminar la coloración de fondo. Esta coloración tiene una sensibilidad de 0,2 a 

0,5 μg por banda.

Solución Fijadora y Colorante

Acido acético glacial IOml

Metanol 40 ml

Coomassie Brilliant Blue R-250 100 mg

AD, as.p. 100 ml

22.2. Electroforesis Desnaturalizante en Gradiente

22.2.1. En Condiciones Reductoras
22.2.1.1. Preparación de las muestras

Las muestras correspondientes al extracto clarificado de cada especie

Buffer de Muestra

Tris L57 g

SDS 2,00 g

Mercaptoetanol 5 mi

Glicerol 8 mi

Azul de bromofenol 2 mg

Llevar a pH 6,8 con HCl 1 N

Agua destilada, c.s.p. 100 mi
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vegetal fueron concentradas por agregado de tres volúmenes de acetona fría (- 

20 °C). Los precipitados acetónicos así obtenidos fueron redisueltos en el 

buffer de muestra cuya composición se indica en la tabla anterior, de modo tal 

que la concentración final de proteínas fuese de 1-10 μg∕μl.

Las muestras así dispuestas fueron llevadas a ebullición durante 5 

minutos y centrifugadas a 16.000 g. Los sobrenadantes obtenidos se 

conservaron en freezer a -20 oC hasta su posterior uso.

22.2.1.2. Preparación de los geles
Los geles se prepararon como se indicó en 22.1.2.1 con las soluciones 

que se indican a continuación (las cantidades consignadas son las necesarias 

para preparar dos placas).

Buffer de Resolución Solución A

Tris

HCl 1M, c.s.p.

Agua destilada, c.s.p.

36,3 g

pH final 8,8
100 mi

Sacarosa

Buffer de resolución

SDS 10 %

0,90 g

0,75 mi
0,06 mi

Agua destilada 0,94 mi

Gel de Resolución 5% 20%

Acril-Bis (30:0,8) 1,00 mi 4,00 ml

Buffer de resolución 0,75 mi

Solución A 2,00 ml

SDS 10 % 0,06 mi

Agua destilada (AD) 4,19 ml
Tomar 2,7 mi y agregar:

N,N,N ',N '-tetrametiletilendiamina (TEMED) 5 μl 5 μl
Persulfato de amonio (PSA) al 5% 12 μl 12 μl
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22.2.1.3. Aplicación de las muestras y condiciones de corrida
Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton de 25 μl de capacidad. 

Los volúmenes de siembra fueron de 5 μl para los patrones de peso molecular. 

En el caso de las muestras se calculó el volumen necesario para sembrar de 10 

a 20 μg de proteína por calle (volumen máximo 20 μl). Los patrones de PM 

(Bio-Rad) utilizados fueron: fosforilasa b (97,4 kDa), seroalbúmina (66,2 kDa), 

ovalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa), inhibidor de tripsina (21,5 

kDa) y Iisozima (14,4 kDa).

La electroforesis se desarrolló en un equipo Mini-Protean II Dual Slab 

Cell (Bio Rad) durante 60 minutos a corriente constante (30 mA por placa), 

empleando el siguiente buffer de reservorio (Hashimoto et al., 1983), de pH 

8,5:

Buffer de Reservorio

Tris 0,05 M

Glicina 0,384 M

SDS 1 %

22.2.1.4. Fijación y coloración
22.2.1.4.1. Tinción con Coomassie Brillant Blue R-2 50

Los geles de poIiacrilamida fueron fijados, coloreados y decoloreados 

como se indicó en el ítem 22.1.4.

22.2.1.4.2. Tinción con Plata
Para realizar esta coloración se siguió la técnica de tinción con plata, 

mejorada para proteínas vegetales, de Blum et al., (1987) basada en la unión de 

los iones plata a las proteínas y su posterior reducción. Esta técnica emplea al 

tiosulfato como uno de sus reactivos por lo que presenta la ventaja que al 

formar complejos de plata permite eliminar la coloración inespecífica de fondo 

(background) producido por la precipitación de sales insolubles.

Este método alcanza una sensibilidad del orden de los nanogramos de 

proteína.
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22.2.1.4.2.1. Fijación
Las proteínas fueron fijadas por inmersión de los geles en solución 

fijadora durante 1 hora o toda la noche, este procedimiento previene la difusión 

de las proteínas y remueve sustancias interferentes.

Solución Fijadora

Acido acético glacial 12 mi

Metanol 50 mi

Formaldehído 37 % 0,05 mi

AD, c.s.p. 100 mi

22.2.1.4.2.2. Lavado y sensibilización de los geles
Luego de la fijación, los geles fueron lavados con etanol al 30 % tres 

veces de 20 minutos cada vez con el fin de remover el ácido acético cuya 

acidez interferiría en la siguiente etapa. Posteriormente, y con el fin de 

sensibilizarlos, fueron sumergidos en una solución de tiosulfato de sodio (0,2 

g/1) durante un minuto. El exceso de tiosulfato es removido mediante tres 

lavados sucesivos con agua destilada, para remover el exceso de tiosulfato, el 

que podría formar una capa de sulfuro de plata sobre la superficie del gel.

22.2.1.4.2.3. Tratamiento con solución de nitrato de plata
Los geles previamente sensibilizados fueron sumergidos en una 

solución de plata y se mantuvieron en la oscuridad durante 20 minutos. El 

formaldehído de esta solución aumenta la sensibilidad y el contraste sin 

aumentar del background.

Solución de Plata

AgNO3 0,2 g

Formaldehído 37 % 0,075 mi

AD, c.s.p. 100 mi
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Luego los geles fueron lavados dos veces con agua bidestilada (20 

segundos por vez) para remover el AgNO3 en exceso.

22.2.1.4.2.4 Desarrollo de la coloración
Los geles se sumergieron en la solución de desarrollo hasta que no se 

observó la aparición de más bandas, evitando la sobrecoloración del gel por 

depósito de precipitados de Ag2S. La velocidad de revelado depende del tipo y 

concentración de las proteínas y del grado de entrecruzamiento del gel, entre 

30 segundos para bandas con un contenido proteico total de 500 ng y 2 minutos 

para bandas con contenidos menores a 50 ng.

Finalizado el desarrollo, la reacción se detuvo sumergiendo los geles en 

solución de stopping durante 10 min.

Solución DesarrolIadora Solución de Stopping
99HBBB9M≡B≡≡9BKER8E≡≡9≡RBE≡≡9BβBBKB9Kβ9SBK≡≡BBB≡B !⅝HB≡BMMI IlI1I .l TJ ∣⅛Λ⅝liι∣ω≡.fF≡FFBl∣m.4l≡l⅛lil!i⅝BBHg≡

Na2CO3 anhidro 6,0 g Acido acético glacial IOml

Solución de pretratamiento 1 mi Metanol 12 mi

Formaldehido 37 % 0,05 mi AD, c.s.p. 100 mi

AD, c.s.p. 100 mi

22.2.2. En Condiciones No Reductoras
22.2.2.1. Preparación de las muestras

Las muestras correspondientes al extracto enzimátco fueron 
concentradas por agregado de tres volúmenes de acetona. Los precipitados 

acetónicos así obtenidos fueron redisueltos en el buffer de muestra, de modo tal 

que la concentración final fuese de 1-10 μg∕μl, cuya composición se indica en 

la tabla.
Las muestras así dispuestas fueron centrifugadas a 16.000 g y los 

sobrenadantes obtenidos se conservaron en freezer a -20 oC hasta su posterior 

uso.
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c.s.p.: cantidad suficiente para

Buffer de Muestra

Tris L57 g

SDS 24 g
Glicerol al 10% 16 mi

Azul de bromofenol 4 mg

Llevar a pH 6,8 con HCllN

Agua destilada, c.s.p. 100 mi

22.2.2.2. Preparación de los geles
Los geles fueron preparados según el protocolo desarrollado en el ítem 

22.1.2.1.

22.2.2.3. Aplicación de las muestras y condiciones de corrida
Las muestras fueron aplicadas y corridas en las mismas condiciones que 

se explicaron en el ítem 22.2.1.3, habiéndose realizado una corrida de dos 

horas de duración.

22.2.2.4. Acondicionamiento de los geles destinados a la 
detección de actividad

Una vez removido el gel del equipo de electroforesis, se coloca en una 

solución de Tritón X-IOO al 2,5 % en agua destilada, se incuba por una hora 

con suave agitación a temperatura ambiente, con el objeto de remover el SDS. 

Por último el gel es lavado con buffer Tris-HCl 0.1 M pH 8 conteniendo 

activadores como cisterna 10 mM, de esta forma queda listo para ser utilizado 

en la técnica de zimograma explicada en el ítem 25.

22.2.2.5. Fijación y coloración
Los geles fueron fijados y coloreados en las mismas condiciones que se 

explicaron en el ítem 22.1.4.
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22.3. Electroforesis Desnaturalizante Discontinua con 
Sistema Buffer Tris-Glicina (SDS-PAGE)

22.3.1. Preparación de las Muestras
Las muestras fueron preparadas según el protocolo desarrollado en el 

ítem 22.2.1.1.

22.3.2. Preparación de los Geles
Los geles se moldearon como se explicó en el ítem 22.1.2.1, empleando 

los sistemas buffer empleados en dicho ítem, aunque variando la composición 

de los geles como se indican a continuación en forma de tablas:

Gel de Resolución (12,5%)

Acril-Bis (30:0,8) 4,15 mi

Buffer de resolución 1,25 mi

SDSal 10% 0,10 ml

AD 4,39 ml

PSA 5% 105 μl
TEMED 5 μl
Volumen final IOml

≡G≡≡≡κ≡sκas≈≡≈≈sa≡κ≡≈sBn≈≈R≈≈≈≡≡B≡≡≈≈≈≡ss≡≈≡≈≈≈≡≡Bs

Gel de Apilamiento (5%)

Acril-Bis (30:0,8) 1,16 ml

Buffer stock de stacking 0,87 ml

SDS 10% 70 μl
AD 4,79 ml

PSA 5% 105 μl

TEMED 5 μl
Volumen final 7ml
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22.3.3. Aplicación de las Muestras y Condiciones de Corrida
Las muestras fueron aplicadas según el protocolo desarrollado en 

22.1.3.

La electroforesis se desarrolló en una celda Miniprotean II (Bio-Rad), a 

una intensidad de corriente constante de 30 mA durante el apilado (stacking) y 

de 60 mA hasta la finalización de la corrida, llegando el colorante al borde 

inferior del gel. El buffer de reservorio, cuya composición se indica en la 

siguiente tabla, se diluyó y colocó en los reservorios catódico (hasta cubrir la 

parte superior del gel) y anódico (hasta cubrir la mitad del gel).

Buffer de Reservorio (10 X)
Tris 3,0 g
Glicina 14,4 g

SDS 1,0 g
AD, c.s.p. 100 mi

22.3.4. Fijación y Coloración
La fijación y decoloración de los geles se realizaron según el protocolo 

desarrollado en el ítem 22.1.4.

22.4. Electroforesis Desnaturalizante Discontinua con 
Sistema Buffer Tris- Tricina (SDS-Tricina-PAGE)

Esta técnica de electroforesis permite una mejor resolución de péptidos 

de bajo peso molecular, en particular en el caso de geles con Tricina de Alta 

Resolución (Pardo & Natalucci, 2002). Es un sistema muy adecuado para la 

separación de polipéptidos y proteínas en el rango de 5 a 100 kDa. La tricina es 

utilizada como ión de arrastre en el buffer catódico, permitiendo una mayor 

resolución de proteínas pequeñas a menores concentraciones de acrilamida que 

en el caso del clásico buffer Tris-glicina (Laemmli, 1970). Una resolución 
superior de polipéptidos, sobre todo en el rango entre 5 y 20 kDa, se logra sin 

la necesidad del uso de urea (Schagger & von Jagow, 1987). Las proteínas 
mayores a 30 kDa son desapiladas dentro del gel. Así se garantiza un pasaje
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suave de estas proteínas al gel de separación y los efectos de carga excesiva 

están reducidos. Esto es de especial importancia cuando grandes cantidades de 

alguna proteína se siembran en los geles preparativos. Otra ventaja, si se desea 

emplear el sistema como purificación previa al microsecuenciamiento, es que 

la omisión de glicina y urea previene interferencias que ocurrirían en el curso 

del mencionado procedimiento.

22.4.1. Preparación de las Muestras
Las muestras fueron preparadas según los protocolos desarrollados en 

los ítems 18.4 y 18.5.2.

22.4.2. Preparación de los Geles
Para la resolución de muestras en el rango 5-100 kDa, se utilizó el 

sistema que utiliza los siguientes valores de los parámetros de Tjerten %T1 y 

%C2 :10 % T y 3 % C para los geles de resolución y 4 % T y 3 % C para los 

geles de apilamiento. Este tipo de gel fue utilizado para las muestras de agua de 

cola completa, fracción soluble y fracción insoluble indicadas en el ítem 18.4.

1 %T = (g acrilamida + g bisacrilamida) x 100/ volumen total

Buffer del Gel
Tris 36,3 g
SDS 0,3 g
HCl 1 M, c.s.p. pH 8,45
AD c.s.p. 100 mi

Reactivos Gel de Apilamiento Gel Espaciador Gel de Resolución
(4%T,3%C) (10%T,3%C) (16%T,6%C)

Acril-Bis (48:1,5) 0,4 ml 2 ml -

Acril-Bis (46,5:3) - - 3,3 ml
Buffer del gel 1,25 ml 3,3 ml 3,3 ml
AD 3,4 ml 4,7 ml 3,4 ml
PSA 10% 40 μl 40 μl 40 μl
TEMED 5μl 5 μl 5 μl
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Para optimizar la separación de péptidos en el rango de 5 a 20 kDa, 

como es el caso del análisis de los hidrolizados de proteínas de pescado y de 

caseínas bovinas (cfr. 18.5.2 y 19.3) se emplearon geles de tricina de alta 

resolución compuestos por un gel de apilamiento (4% T y 3% C), un gel 

espaciador (10% T y 3% C) y un gel de resolución (16,5% T y 6% C).

22.4.3. Aplicación de las Muestras y Condiciones de Corrida
Las muestras se aplicaron bajo buffer con jeringa Hamilton (volúmenes 

de siembra: 10-20 μl). En los reservorios anódico y catódico de la celda 

Miniprotean II, Bio-Rad se colocaron los correspondientes sistemas buffer.

Todas las corridas se realizaron a voltaje constante de (30 V/ 70 mA) 

durante el apilado, aumentando progresivamente el voltaje cada 10 s al ingresar 

las proteínas al gel de separación hasta llegar a 100 V (90 mA), valor que se 

mantuvo constante hasta la finalización de la electroforesis.

Buffer Anódico Buffer Catódico

Tris

HCl 1 M, c,s,p.

AD, c.s.p

2,42 g

pH 8,9
100 mi

Tris O,1M

Tricina O,1M

SDS

1,21 g
1,79 g
0,10 g

AD, c.s.p. 100 mi

22.4.4. Fijación y Coloración
La fijación y coloración de los geles se realizaron según el protocolo

desarrollado en 22.1.4.

23. ELECTroforesis en geles de agarosa

Los geles de agarosa fueron utilizados para el análisis de las muestras 

conteniendo ADN. La agarosa tiene menos poder de resolución que la 

Poliacrilamida pero mayor rango de separación: 50 pb (pares de bases) hasta 

algunos megabases de longitud. Pequeños fragmentos (20pb - 20.OOOpb) son 
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mejor resueltos en geles horizontales de agarosa con un campo eléctrico de 

fuerza y dirección constante.

Se utiliza diferente concentración de agarosa de acuerdo al tamaño de 

los fragmentos de ADN a separar. Para fragmentos entre 500-600 pb se utilizan 

geles de agarosa al 2 %, para aquellos con tamaño cercano a 800 pb geles al 1,5 

% y para los mayores de 1 Kpb se utilizan geles al 1 %.

Se utilizaron dos equipos diferentes de la casa comercial Serva, 

BlueMarine 100 para geles de 7x10 cm y BlueMarine 200 para geles de 15x15 

cm o 15x20 cm. La fuente utilizada fue Biotech EPS 200 de Amersham.

23.1. Preparación de las Muestras
Las muestras de ADN, amplificadas por PCR, fueron analizadas por 

medio de electroforesis en gel de agarosa. Previamente a ser sembradas en el 

gel se les añadió, a las muestras de ADN, una décima parte en volumen de 

buffer de muestra 1OX con la siguiente composición:

Buffer Tris acetico-EDTA (TAE) 50X
Tris base 242 g
EDTA 0,5 M pH 8,0 100 mi
Ácido acético glacial 57,1 mi
Agua MiIliQ c.s.p. 500 mi

Buffer de Muestra IOX
Buffer TAE 50X 1 mi
Glicerol 5 mi
Orange G 15 mg
Agua MiIliQ c.s.p. IOml

23.2. Preparación de los Geles
Los geles fueron preparados empleando el bastidor plástico 

correspondiente al equipo utilizado en cada caso (BlueMarine 100 y 

BlueMarine 200). La solución fue preparada de la siguiente manera:
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Solución de Agarosa 2% 1,5 % 1 %
Agarosa 2g L5 g i g
Buffer TAE 100 mi 100 mi 100 mi

Calentar a ebullición hasta transparencia

Bromuro de Etidio (10 mg/ml) 2 ul 2ul 2 ul

Luego de verter la mezcla en la placa se dejó enfriar hasta

gelifícación. Se utilizaron peines de 1 mm de espesor con 8 calles para los 

geles de 7 cm de longitud, mientras que para los geles de 15 cm de longitud se 

utilizaron peines de 1 mm y 2 mm de espesor con 16 calles.

23.3. Aplicación de las Muestras y Condiciones de 
Corrida

Las muestras se aplicaron bajo buffer con pipeta automática de 20 μl. 

Los volúmenes de siembra fueron de 5 μl para los patrones de peso molecular y 

de 18 μl en el caso de la muestra. La electroforesis se desarrolló durante 45 

minutos a corriente constante (68 mA), empleando buffer de corrida TAE (cfr. 

23.1).

23.4. Revelado
El revelado de las bandas de ADN se realizó por medio de un 

transiluminador de luz UV. El bromuro de etidio se une a los fragmentos de 

ADN, el cual Auoresce con luz ultravioleta.

23.5. Estimación de los Tamaños Moleculares
La estimación de los tamaños moleculares se realizó por comparación 

con patrones de tamaño molecular conocido. Los patrones utilizados según el 

caso fueron: “Lambda DNA/Hind III Markers” de Promega (23.13Opb, 

9.416pb, 6.557pb, 4.36pb, 2.322pb, 2.027pb, 564pb y 125pb), PB-L Productos 

Bio-Logicos de 1000 pb - 100 pb, “DNA MW Marker X” (12,2 Kpb -0,07 

Kpb) de Roche y “DNA MW Marker III” (Roche).

Cynthia Sequeiros- 2006 78



Proteasas de Philibertia gilliesii - MATERIALES Y MÉTODOS

24. ISOELECTROEMFOQU E

El Isoelectroenfoque (IEF) es un método de alta resolución en el cual 

las proteínas son separadas en un gradiente continuo de pH cuando se aplica un 

campo eléctrico. En este gradiente las proteínas migran hasta llegar al pH 

correspondiente a su punto isoeléctrico (pl). Permite resolver muestras muy 
complejas y determinar varios pl en una misma corrida, permitiendo tanto 

trabajos analíticos como preparativos. Otra ventaja de esta técnica es que las 

proteínas se separan en estado nativo, pudiendo, posteriormente identificar las 

bandas proteicas por su actividad biológica.

24.1. Preparación de las Muestras
Dado que las muestras deben tener una concentración de proteínas 

cercana a 1 μg∕μl y presentar una fuerza iónica reducida, se procedió a 

precipitarlas con 3 volúmenes de acetona fría (-20 °C), dejándolas reposar 

durante 1 hora a -20 °C, para luego centrifugarlas a 10.000 rpm durante 15 
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minutos, redisolviendo el precipitado en agua bidestilada (en el caso de 

muestras con bajo contenido proteico el volumen final se redujo respecto al 

inicial de modo de lograr una concentración adecuada). Este procedimiento se 

repitió dos veces para disminuir al mínimo la presencia de iones en las 

muestras, dado que éstos producen distorsiones en las corridas.

Las muestras listas para usar fueron conservadas en freezer a -20 oC 

hasta el momento de ser sometidas a IEF.

24.2. Preparación de los Geles
Se utilizó un equipo Mini IEF Cell, modelo 111 (Bio-Rad). Los geles 

fueron preparados empleando la bandeja formadora de geles del mencionado 

equipo, pudiendo prepararse dos placas simultáneamente. Para ello se adhirió 

firmemente la cara hidrofóbica de la película plástica (Polyacrylamide Gel 

Support Film, Bio-Rad) sobre el vidrio y el conjunto se invirtió sobre la 

bandeja. Para obtener dos geles es necesario contar con una solución preparada 

de la siguiente manera:

*Los anfolitos fueron Pharmalyte 3-10 u 8-10,5 para 
determinar pl de amplio rango o de rango alcalino, 
respectivamente.

Solución de PoIiacriIamida al 5%
Acrilamida bisacrilamida (25% T, 3% C) 2,0 mi
Agua bidestilada 5,5 mi
Anfolitos * 0,5 mi
Glicerol (25% p/v) 2,0 mi

La solución de poIiacrilamida se desgasificó en un kitasato conectado a 

una bomba de vacío durante 20 minutos y luego se le adicionaron los 

siguientes reactivos para iniciar la polimerización:
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Reactivos de Polimerización
Riboflavina (sol. saturada) 200 μl
TEMED 3 μl
PSA al 10% 60 μl

La mezcla fue depositada con pipeta entre el plato de vidrio y la 

bandeja formadora de geles y el conjunto se mantuvo inmóvil durante 2 hs a 

temperatura ambiente y en presencia de luz para obtener la polimerización 

total. Al cabo de ese tiempo, los geles se removieron cuidadosamente con 

ayuda de una espátula delgada.

24.3. Aplicación de las Muestras
Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volúmenes de siembra: 

1-5 μl y 7 siembras por placa como máximo) permitiendo que difundan dentro 

del gel durante 5 minutos antes de iniciar la corrida.

24.4. Desarrollo del Isoelectroenfoque
Los geles se depositaron sobre los electrodos de grafito (previamente 

humedecidos con agua destilada) de la celda de IEF, con la cara del gel 

sembrado hacia abajo. La celda se cerró herméticamente y se conectó a la 

fuente de poder.

El enfoque se llevó a cabo en tres etapas, a voltaje constante:

IOO V durante los primeros 15 minutos, 200 V durante los siguientes 15 

minutos y 450 V durante los 60 minutos finales.

24.5. Fijación y Coloración
Una vez finalizada la corrida, los geles se separaron de las placas de 

vidrio y fueron sumergidos durante 30 minutos en la siguiente solución 

fijadora:
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Solución Fijadora
Acido Sulfosalicilico 4g
Metanol 30 mi
Acido tricloroacético 12,5 g
AD, c.s.p. 100 mi

Finalizada la etapa anterior, los geles se trataron durante 2 h con la 

solución colorante y luego fueron decolorados por tres lavados sucesivos con 

solución decolorante I, seguidos de un último lavado con solución decolorante 

II hasta la obtención de un fondo incoloro.

Solución Colorante
CuSO4 (disolver primero en agua) 500 mg
Acido acético glacial 10 mi
Etanol 27 mi
Coomassie Brilliant Blue R-250 40 mg
AD, c.s.p. 100 mi

Solución Decolorante I Solución decolorante II
Acido acético glacial
Etanol
CuSO4

7 mi
12 mi

500 mg

Acido acético glacial 
Etanol
AD, c.s.p.

7 mi
12 mi

100 mi

AD, c.s.p. 100 mi

24.6. Estimación de los Puntos Isoeléctricos
Para la determinación de los puntos isoeléctricos (pl) de las distintas 

especies proteicas se utilizaron como proteínas estándar una mezcla de 

proteínas de amplio rango de ply de pl alcalino.

Cynthia Sequeiros- 2006 82



Proteasas de Philibertia gilliesii - MATERIALES Y MÉTODOS

Proteína Patrones de amplio Patrones de pl
rango de pl alcalino

AniilogIucosidasa 3,50 -

Inhibidor de Tripsina 4,55 -

P-LactogIobulina A 5,20 5,20

Anhidrasa carbónica B (bovina) 5,85 5,85

Anhidrasa carbónica B (humana) 6,55 6,55

Mioglobina (banda ácida) 6,85 6,85

Mioglobina (banda básica) 7,35 7,35

Lentil Iectina (ácida) 8,15 8,15

Lentil Iectina (media) 8,45 8,45

Lentil Iectina (básica) 8,65 8,65

Tripsinogeno 9,30 9,30

Citocromo C - 10,25

La determinación de los valores de pl se realizó mediante una curva de 

calibración obtenida al grafícar los pl de las proteínas estándar en función de la 

distancia recorrida por la especie proteica de interés, tomando como referencia 
la posición del cátodo.

25. REVELADO DE ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA
POR MEDIO DE ZIMOGRAMA

Para la realización del zimograma se utilizó la técnica de Westergaar et

al. (1980).

25.1. Preparación de las Placas de Agarosa-Caseína
Las placas de agarosa se prepararon sobre una película plástica 

(Agarose GelBond, Pharmacia) de un tamaño aproximadamente igual al del gel 

de poliacrilamida. Sobre el lado hidrofilico de la película se depositó una 
solución de agarosa al 1 % en Tris-EICl 0,1 M de pH 8,5 (0,15 ml∕cm2). Una 

vez gelificada la agarosa, la placa fue sumergida durante 20 minutos en una 

solución de caseína al 1 % conteniendo cisteína 10 mM en el mismo buffer, 

enjuagada con agua destilada y escurrida durante 10 minutos.
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25.2. Incubación
El gel de poliacrilamida fue dispuesto sobre la placa de agarosa-caseína 

evitando la formación de burbujas entre las superficies en contacto. El conjunto 

fue colocado dentro de una cámara húmeda y llevado a estufa a 60 oC durante 

15 minutos.

25.3. Fijación y Coloración
Una vez finalizado el período de incubación los geles fueron separados 

y la placa de agarosa-caseína sumergida durante 60 minutos en la solución 

fijadora cuya composición se indica a continuación:

Solución Fijadora
Acido acético glacial IOml
Metanol 45 mi
AD, c.s.p. 100 mi

Una vez fijadas las proteínas, la placa de agarosa-caseína fue 

deshidratada entre papeles de filtro Whatman 3 MM por aplicación de una 

presión de 7,5 g/cm2 durante 20 minutos. Luego fue secada con pistola de aire 

y sumergida durante 10-30 minutos en la siguiente solución colorante:

Solución Colorante
Coomassie Brilliant Blue R-250 250 mg
Solución fijadora, c.s.p. IOOml

(filtrar la solución antes de usar)

La decoloración se realizó por inmersión de la placa de agarosa-caseína 

en solución fijadora durante 10 minutos y se luego se secó con pistola de aire.
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26. Digitalizacion y análisis 
densitográFico de los geles

26.1. Captura de los Geles
Para la digitalización de los geles provenientes de las electroforesis, 

isoelectroenfoques y zimogramas, se utilizó un escáner UMAX con una 

velocidad de escaneo de 20 x 20 cm en 40 segundos a 300 dpi, una resolución 

máxima de 2400 x 1200 dpi y un rango de densidad óptica de 0,01 a 3,4 DO 

(para imágenes de geles no mayor a 1,5 DO).

Las imágenes obtenidas fueron guardadas en formato TIFF no 

comprimido y las imágenes reducidas luego a un tamaño y resolución 

adecuados en un programa de procesamiento de imágenes (Adobe Photoshop y 

Aldus Photostyler). Estos programas fueron utilizados también para ajustes de 

brillo, contraste e intensidad de color, efectos de perfilado (sharpening) y 

suavizado (smoothing) y remoción de defectos de fondo (background).

26.2. Análisis de los Geles por Densitografia
Las imágenes escaneadas fueron procesadas utilizando el software 

Scion Image for Windows beta 4.0.2, (http://www.scioncorp.com) para la 

obtención de los correspondientes densitogramas. Dicho programa, también, 

fue utilizado para el cálculo del punto isoeléctrico (isoelectroenfoque) y del 

peso molecular (electroforesis) de cada banda, el procedimiento requiere de la 

medida de estándares o patrones y se utiliza para determinar la posición de 

cada banda en un gel.

27. DESALADO DE PROTEÍNAS UTILIZANDO 
TUBOS DE ULTRAFILTRACIÓN PARA 
CENTRÍFUGA

Con el fin de desalar la fracción enzimática purificada por 

cromatografía de intercambio iónico se utilizaron unidades de filtración para 

centrífuga MICROCON YM-IO (Millipore), conteniendo una membrana 

filtrante de celulosa regenerada con un límite nominal de peso molecular 
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(NMWL) de 10.000 daltons. Se utilizó siguiendo las indicaciones del 

fabricante.

28. DETERMINACION DE PARAME TROS 
CINÉTICOS

El cálculo de las constantes cinéticas para la fracción purificada, 

philibertaína g I, se realizó empleando el ensayo de PFLNA, sustrato específico 

para proteasas del tipo de la papaína (Filippova et al., 1984). El ensayo se 

realizó como fue descripto en el ítem 7.2 usando en este caso buffer fosfatos 

0,1 M de pH 6,5 conteniendo KCl 0,3 M, EDTA 0,1 mM y DTT 3 mM a una 

temperatura de 45 0C. Las diferentes concentraciones de sustrato en la mezcla 

de reacción fueron 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 y 600 μM.

Los parámetros cinéticos Vmax y Km se calcularon mediante ajuste no 

lineal utilizando el módulo de cinética del programa Sigma Plot versión 8.02 

para Windows (SPSS Inc.).
Los ensayos enzimáticos y los respectivos blancos fueron realizados 

por triplicado.

29. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Durante mucho tiempo la espectrometría de masas ha sido conocida 

como el método más seguro y sensible para obtener la información sobre el 

peso molecular de pequeñas moléculas, pero la incorporación de procesos 

suaves de ionización como el de desorción/ionización por matriz asistida con 

láser (MALDI) permiten ahora la detección de proteínas y de otros 

biopolimeros (Thiede, 1997). Se ha utilizado esta técnica para la determinación 

del grado de pureza y del peso molecular de las fracciones purificadas por 

cromatografía.

29.1. Preparación de las Muestras
Las muestras fueron preparadas mezclando 1 μl de la muestra proteica 

con 1-2 μl de solución de cristalización en un tubo plástico de 200 μl de 

capacidad. En este caso se utilizó ácido sinapínico como matriz Cristalizadora.
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Se depositaron 0,5 a 1 μl de la mezcla sobre la placa (MP 384 Polished Steel y 

MP 384 Ground Steel, Bmker) para MALDI-TOF MS y se dejaron cristalizar. 

Para la calibración se utilizó tripsinógeno como patrón (M+l 23981, M+2 

11990,5).

Agitary centrifugar a 10.000 rpm durante 3 min

Solución Cristalizadora de Ácido Sinapinico 
(SA, ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinámico)

SA (Sigma) 10 mg

Acetonitrilo (ACN) 600 μl

Ácido trifluoroacético (TFA) 1 μl

Agua MilliQ, c.s.p. 1000 μl

29.2. Obtención de los Espectros de Masas
Se utilizó un espectrómetro de masas MALDI-TOF Bmker modelo 

Ultraflex TOF-TOF equipado con un láser de N2 (337 nm con pulsos de 1 -5 ns) 

y una fuente de aceleración de iones de 25 kV. Los parámetros utilizados para 

la adquisición de los espectros fueron ajustados para cada caso en particular.

30. DETERMINACIÓN DE SECUENCIAS AMINO- 
ACÍDICAS

Esta técnica se llevó a cabo en un Secuenciador en fase gaseosa 

(Applied Biosystems, mod. 476), en el que tiene lugar la degradación de 

Edman, basada en la formación de feniltiohidantoínas de los respectivos 

aminoácidos (Edman, 1950; Edman & Begg, 1967).

Con el objeto de desalar la muestra se inmovilizaron 10-100 pg de 

proteína pura sobre filtros de PVDF. Para ello se utilizó un tubo Ultrafree- 
Probind Filtres, Millipore. La membrana se activó tras realizar un lavado con 

500 μl de metanol y posteriormente con 500 μl de agua MilliQ. Se cargó el 

tubo con la solución de la muestra y se centrifugó a 10.000 rpm durante 2 min, 

procediendo luego a despegar el filtro de PVDF y a lavarlo varias veces con 
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agua MilliQ. Finalmente se introdujo el filtro de PVDF con la protema en la 

cámara de reacción del Secuenciador.

Una vez obtenida la información sobre la secuencia N-terminal, se 

realizó una búsqueda de homologías con proteasas vegetales, utilizando el 

servicio BLAST (Altschul et al., 1997) disponible en internet.

31. OBTENCIÓN DE ADNe A PARTIR DE ARNms 
QUE CODIFICAN para proteasas 
CISIEÍNICAS DE PHILIBERTIAGILLlESII

31.1. Diseño de Cebadores Específicos
El diseño de cebadores específicos (primers) se realizó en base a la 

secuencia N-terminal de philibertaína g I, proteasa purificada de la especie 

vegetal Philibertia gilliesii (Apocynaceae).

Para comenzar con el diseño de los cebadores fue necesario conocer la 

frecuencia de uso de codones de la especie vegetal involucrada, debido a que el 

código genético es degenerado para la mayoría de los aminoácidos. A tal 

efecto, se recopiló información de proteínas y sus secuencias nucleotídicas 

provenientes de especies relacionadas con Philibertia gilliessii, además se 

buscaron secuencias de proteasas cisteínicas provenientes de otras especies que 

contienen látex (Caricaceae y Euphorbiaceae). Para ello se empleó la base de 

datos NEWT (Phan et al., 2003) que, como se indicó en el ítem 3.1 de la 

Introducción, vincula simultáneamente información taxonómica con 

información de proteínas del SWISS-PROT (Bairoch & Apweiler. 2000). Con 

las secuencias de ADNc y de las proteínas encontradas se realizó la entrada al 
programa Countcodon v4. (http://www.kazusa.or.jp/ codon/countcodon.html) y 

se obtuvo una tabla con las frecuencia de uso de codon para cada proteína. En 

la siguiente tabla figuran las proteínas utilizadas.
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No de acceso3 Gi4
AAF08127 6424792
AAF08128 6424793
AAA19751 348046

Secuencias de BAB39474 13383247
proteínas 
pertenecientes a Ia CAB10877 3451127
familia Apocynaceae CAB10878 3451129

CAB10879 4539017
CAB10880 3451133
CAB10881 3451135
CABl 0882 3451099
CAB10884 3451139
CAA62889 1552249
CAA62895 1552394

Secuencias de AAB02650 167391
Cisteinproteasas 
pertenecientes a

AAC62396 2944446

especies con látex CAA46862 18098
(Caricaceae y CAA54974 953176
Euphorhiaceae) CAA66378 1332461

3 Es el número de acceso de una molécula a la base de datos del NCBl. Este número es único y 
no cambia
4 Es el número de identificación de una versión de la secuencia de la molécula que ha sido 
depositada en la base de datos del NCBI.

Teniendo en cuenta Ia frecuencia de uso de codon de cada proteína se 

diseñaron los siguientes oligonucleótidos como cebadores directos:

Cebadores para Philibertia gilliesii

Nombre Secuencia

N-terminal L P A S V D W R K E G
Phili-F 2-7 5' CCw GCy TCw GTh GAT TGG 3'
Phili-F 5-11 5' GTh GAT TGG mGw AAA GAr GG 3'
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También se utilizó un cebador diseñado por Trejo (2005) para la 

proteasa asclepaína f, purificada de la especie vegetal Asclepias Jruticosa 

perteneciente a la familia Apocynaceae.

Cebador >ias

Nombre Secuencia

N-terminal L P D S VDW R E K G
5'Nt 3-11 5' GAT TCn GTw GAT TGG mGr GAA AAA GG 3'

Además fue necesario diseñar los cebadores reversos como el cebador 

oligo d(T)20 que fue utilizado en la reacción de retrotranscripción (cfr. 31.3), el 

oligonucleótido RoRipolid(T) utilizado en algunas de las reacciones de PCR 

(cfr. 32), en tanto que el primer R1 fue utilizado en la técnica de Nested-PCR 

(cfr. 33). Dichos cebadores se muestran a continuación:

Cebadores reversos:

Nombre Secuencia

oligo d(T)20 5' TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT 3'

R0R1POlid(T) 5'-CCGGAATTCACTGCAGGGTACCCAATACGACTCACTATAGGGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'

Ri 5'- GGTACCCAATACGACTCACTATAGGGC-3'

31.2. Obtención de ARN Total
El material vegetal de partida utilizado para la extracción del ARN 

fueron hojas y látex proveniente de frutos de la especie vegetal Philibertia 

gilliessii. Para la extracción del ARN se utilizó el reactivo “Cytoplasmic RNA 

Reagent” (INVITROGEN). Las hojas fueron trituradas en presencia de N2 

líquido dentro de un mortero, el polvo obtenido se mezcló con el reactivo 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El látex exudado del fruto fue 

inmediatamente recogido sobre el reactivo y procesado de la misma forma. 

Finalmente el ARN se disolvió en 20 μl de agua libre de ARNasas e 

inmediatamente se almacenó en N2 líquido hasta el momento de ser utilizado.
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31.3. Reacción de Retrotranscripcion y Amplificación 
(RT5-PCR6)

5 RT = RetroTranscription (reacción de retrotranscripción )
6 PCR = Polimerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa)

Se utilizó el kit “SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq", de 

Invitrogen siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la síntesis de la 

primera cadena se utilizó el siguiente cebador: OIigod(T)2O 5' ttt ttt ttt 

1,ττ ttt ttt TT 3' de manera de transcribir únicamente los ARN 

mensajeros. El ADNc producto de la reacción de retrotranscripción (RT) fue 

utilizado como molde para la reacción de PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa) para lo cual se utilizó Phili-F 2-7 como cebador directo, uno de los 

oligonucleótidos específicos diseñados como se indicó en el ítem 31.1. Con el 

kit empleado ambas reacciones ocurrieron en una sola etapa.

Como paso previo a la reacción de RT, el ARN fue sometido a un 

tratamiento térmico (15 minutos a 66 oC y 5 minutos en baño de hielo) con el 

fin de provocar la ruptura de su estructura secundaria.

Mezcla de reacción de RT-PCR

Agua libre de RNasas 5,37 μl
Buffer de reacción 2x (Invitrogen) 12,50 μl

MgCl2 50 mM 0,65 μl

Cebador Oligo d(T)20 10 μM 0,48 μl

Cebador Phili F 2-7 10 μM 0,50 μl
RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen) 0,50 μΐ
Templado (ARN desnaturalizado) 5,00 μΐ

Volumen final 25,00 μΐ

La reacción se realizó en un termociclador Mastercycler Personal de 

Eppendorf con el siguiente programa: 30 minutos a 45 0C (retrotranscripción); 

luego 2 minutos a 94 0C (se inhibe la enzima Tetrotranscriptasa); luego 39 

ciclos de: 15 s a 94 °C; 30 s a 45 oC y 1 minuto a 72 0C (amplificación 

propiamente dicha) y por último 15 minutos a 72 0C.
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Se realizaron tres controles negativos, uno de ellos agregando agua 

(libre de ARNnasas) en lugar del templado (hebra molde, en este caso ARNm) 

con el fin de controlar que ningún reactivo esté contaminado con ADN o ARN 

que pueda servir de molde, los otros dos controles se realizaron agregando Taq 

polimerasa en lugar de la mezcla RT/Platinum Taq Mix, tanto para la muestra 

proveniente de hoja como la de látex con el fin de comprobar que la fracción 

amplificada provenga de un ADNc.

32. REACCIÓN DE PCR

El ADNc producto de la reacción de RT-PCR (cfr. 31.3) fue extraído 

del gel de agarosa (cfr. 34) y diluido 10 veces con agua MilliQ estéril. Una 

alícuota de esta solución fue utilizada como molde (ADNc molde) para la 

reacción de PCR. En la siguiente tabla se describe la composición de la mezcla 

de reacción.

Mezcla de Reacción de PCR

Agua MilliQ 33 μl
Buffer EcoTaq 10X, Ecogen 5 μl

MgCl2 50 mM 2 μl
dNTP 10 mM (dATP, dTTP, dGTP, dCTP; 2,5 mM c/u) 2 μl
Cebador R0Ripolid(T) 25 μM 1 μl

Cebador Phili F 2-7 25 μM I μl
EcoTaq 5U∕ μl, Ecogen (Polimerasa de Thermus aquaticus) 1 μl
ADNc molde 5 μl

Volumen final 50 μl

El control negativo se realizó reemplazando el mismo volumen de 
ADNc molde por agua MilliQ.

La reacción se llevó a cabo utilizando un termociclador EZ Cycler, 
Ericomp, utilizando el siguiente programa:
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1 x Ciclo 1: 1 minuto a 94 oC; 15 minutos a 72 oC
40 x Ciclo 2: 1 minuto a 94 oC; 1 minuto a 50 °C; 2 minutos a 72 oC
1 x Ciclo 3: 15 minutos a 72 oC
1 x Ciclo 4: 16 ha IO0C

Los productos de reacción fueron analizados por electroforesis en geles 
de agarosa al 1,5 % (cfr. 23).

33. NESIED PCR A PARTIR DE ADNc

Con el objeto de confirmar que las bandas de los productos de PCR 

observadas en la electroforesis de agarosa corresponden a la secuencia del gen 

buscado, se realizó una reacción de Nested PCR.

Esta técnica comprende dos reacciones de PCR sucesivas con dos pares 

de cebadores específicos distintos, de tal modo que cada uno de los cebadores 

utilizados en la segunda PCR (internal o nested PCR) contengan parte de la 

secuencia de los cebadores utilizados en la primera PCR y la porción contigua 

amplificada en la PCR inicial (external PCR). El método de Nested PCR se 

utiliza sobre todo cuando se tienen pequeñas cantidades del ADN de interés o 

cuando se quieren evitar las amplificaciones inespecíficas (si el resultado de la 

primera PCR da productos inespecíficos, el segundo par de cebadores internos 

no hallará secuencia complementaria y, por consiguiente, no habrá 

amplificación).

Las condiciones de reacción fueron las mismas que se indicaron en el 

ítem 32. En este caso los cebadores internos utilizados fueron Phili-F 5-11, 

5'Nt 3-11 yR1(≠. 31.1).

34. EXTRACCIÓN DE ADNe DESDE EL GEL DE
AGAROSA

La extracción y purificación del ADNc de las bandas obtenidas en los 

distintos geles de agarosa, se realizó cortando las bandas del gel bajo luz ultra 

violeta (UV). Las bandas obtenidas fueron tratadas con el kit de extracción de 

ADN “UltraClean Gel Spin DNA Purification Kit”, MO BIO Labortories para 

el caso del gel de agarosa al 1,5 % y con el kit de extracción de DNA “IAEX II 
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Agarose Gel Extraction”, QIAGEN en el caso de las bandas recogidas del gel 

de agarosa al 2 %. Finalmente se eluyó el ADNc con 50 μl de agua libre de 

ARNasas y ADNasas y se almacenó a -20oC.

35. C LONADO DE LOS FRAGMENΓOS DE ADNc

El clonado consta de 3 etapas: la ligación de los fragmentos a un vector, 

la transformación de dicho vector a células bacterianas competentes y, 

finalmente, el cultivo y selección de la colonia que posee el fragmento de 

interés.

35.1. Ligación de los Fragmentos de Interés a un Vector

35.1.1. Características del Vector
El vector pGEM-T Easy contiene los promotores de las ARN 

polimerasas T7 y SP6, flanqueando una zona de clonado múltiple dentro de la 

región codificante de la enzima β-galactosidasa (lac Z), lo que permite 

secuenciar el inserto introducido en el vector empleando los primers 

correspondientes. La zona de clonado múltiple incluye sitios de restricción, lo 

que permite la liberación del inserto por digestión con una enzima de 

restricción. Además, en cada uno de sus extremos, lleva una timidina 3’ 
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terminal lo que aumenta la eficiencia de ligación con productos de PCR 

obtenidos con ADN polimerasas sin actividad de 3'→5' exonucleasa, las que 

suelen añadir una adenosina 3’ terminal. El vector posee además una región 
que codifica para la β-lactamasa (Ampr), con lo que las bacterias sensibles a 

ampicilina se vuelven resistentes al ser transformadas con el vector pGEM-T 

Easy.
Cuando se liga un inserto al vector se produce una disrupción en el 

marco de lectura de la región que codifica para la β-galactosidasa, lo que 

impide la expresión de esta enzima. Dado que la acción de la β-galactosidasa 

sobre el X-Gal hace que se libere un compuesto de color azul, la inserción de 

un fragmento de ADN en el vector se evidencia por la ausencia de color azul.

35.1.2. Ligación Propiamente Dicha
Los fragmentos de ADNc seleccionados y purificados (cfr. 34) frieron 

ligados al vector pGEM-T Easy. La mezcla de ligación se preparó siguiendo 

las instrucciones del fabricante en las proporciones que se indican en la 

siguiente tabla:
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Incubar a 4 oC toda la noche

Mezcla de Ligación

Buffer de ligación 2X, Promega 5 μl

Vector pGEM-T Easy 50 ng∕μl lμl

DNA (cfr. 34) 3 μl

DNA Iigasa T4 3 U∕μl, Promega 1 μl

35.2. Transformación en Células Competentes

35.2.1. Preparación de las Células Competentes 
(Escherichia coli)

Se procedió según el protocolo descrito en Molecular Biology: A 

Laboratory Manual (Sambrook et al., 1989). Se partió de un cultivo puro de 

Escherichia coli XLl-Blue en etapa de crecimiento exponencial, para lo cual se 

inocularon las células de una colonia aislada de un cultivo en placa LB (cfr.

35.2.1.1.2. ) en 5 mi de medio de cultivo 2YT (cfr. 35.2.1.1.1.) y se incubaron a 

37 oC durante toda una noche con agitación a 250 rpm. Una alícuota de IOO μl 

de este cultivo fue inoculada en 10 mi de medio fresco y se hizo crecer en las 

mismas condiciones hasta una densidad óptica de 0,6 (DO550).

El cultivo obtenido en estas condiciones se mantuvo en baño de hielo 

durante 10 minutos y luego se centrifugó a 4 0C durante 10 minutos a 3000 

rpm. Trabajando bajo campana de flujo laminar se eliminó el sobrenadante y 

las células fueron resuspendidas en 5 ml de CaCE 0,05 M estéril. Nuevamente 

se dejó en baño de hielo durante 10 min, se centrifugó como se indicó 
anteriormente y luego de descartar el sobrenadante asépticamente las células 

fueron cuidadosamente resuspendidas en 1 ml de CaCh estéril 0,05 M 

preenffiado a 4 °C.
La suspensión de células fue almacenada en heladera a 4 0C durante 

toda la noche, luego se tomaron alícuotas de 100 μl y a cada una de ellas se le 

adicionó 23 μl de glicerol 80 % (v/v) estéril. Cada alícuota de suspensión de 

células competentes fue almacenada a -80 oC hasta el momento de ser utilizada.
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35.2.1.1. Material para el cultivo de microorganismos
35.2.1.1.1. Medios de cultivo líquidos

Medio 2YT
Bacto-Triptona 16g
Bacto-Extracto de levadura IOg
NaCl 5 g
Disolver en 900 ml de AD y ajustar a pH 7 con NaOH 10 M

AD, c.s.p. 1 1
Esterilizar en autoclave a 121 oC 15 min. Conservar a temp ambiente

Medio Luria-Bertani (LB)
Bacto-Triptona IOg

Bacto-Extracto de levadura 5g
NaCl IOg

Disolver en 900 ml de AD y ajustar a pH 7 con NaOH 10 M

AD, c,s.p. 1 1

Esterilizar en autoclave a 121 oC 15 min. Conservar a temp ambiente.

35.2.1.1.2. Medios de Cultivo Sólidos
Para preparar placas de cultivo se trabajó en condiciones de esterilidad 

bajo campana de flujo laminar. Cuando la temperatura del medio de cultivo 

alcanzó los 60 0C se cargaron las placas de Petri (9 cm de diámetro) con 

aproximadamente 20 mi de medio cada una y se dejaron solidificar bajo 

campana de flujo. Las cajas fueron luego tapadas, colocadas durante 30 

minutos en estufa a 37 oC y conservadas a 4 °C.
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Disolver en 900 ml de AD y ajustar a pH 7 con NaOH 10 M

Medio Luria-Bertani (LB)

Bacto-Triptona Wg
Bacto-Extracto de levadura 5 g
NaCl IOg
Agar 15g

AD, c,s.p. 1 1
Esterilizar en autoclave a 121 oC 15 min. Enfriar a 60 0C en estufa antes 

de plaquear.

35.2.1.1.3. Reactivos adicionales

Solución de ampicilina (100 mg/ml)

Ampicilina (Sigma) 1 g
Agua MilliQ c.s.p 10 mi

Esterilizar por filtración y conservar a -20 oC en alícuotas de 1 mi

Solución de Isopropil-β-D-tiogalact0sido 0,1 M (IPTG7)

7 IPTG es un análogo no fermentable de la lactosa que inactiva al represor del operón Lac Z

IPTG, Roche 1,19 g

Agua MilliQ c.s.p. 50 mi
Esterilizar por filtración y conservar a -20 oC en alícuotas de 1 mi.

Solución de 5-Br-4-Cl-3-Indol-β-D-galact6sido 20 mg/ml (X-Gal)

X-Gal, Roche 400 mg

N,N,-dimetilformamida, Sigma c.s.p. 20 mi

Conservar a -20 oC en alícuotas de 1 mi.
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35.2.2. Procedimiento de Transformación y Cultivo Celular
La transformación se realizó agregando 10 μl de la mezcla de ligación 

{cfr. 35.1.2) a una alícuota de 100 μl de E. coli (XLl-Blue) competentes {cfr. 

35.2.1) siguiendo el protocolo de shock térmico descripto a continuación: 30 

minutos en hielo, 90 s a 42 oC y finalmente 5 minutos en hielo.

A la suspensión de células proveniente de la mezcla de transformación 

se le añadió 300 μl de medio LB {cfr. 35.2.1.1.1) y se incubó durante 15 

minutos a 37 0C en estufa de cultivo y luego se centrifugó 2 minutos a 2000 

rpm. A partir de aquí se trabajó en condiciones de esterilidad bajo campana de 

flujo laminar. Se desecharon 200 μl de sobrenadante, las células fueron 

cuidadosamente resuspendidas en el sobrenadante restante y trasvasadas con 

pipeta automática a una placa de Petri con medio LB {cfr. 35.2.1.1.2) 

conteniendo ampicilina (100 μg∕ml), IPTG (50 μg∕ml) y X-Gal (50 μg∕ml). 

Utilizando una espátula de Digralsky se extendió homogéneamente la 

suspensión de células y luego de secar los restos de humedad bajo campana se 

incubó durante toda la noche en estufa a 37 0C.

35.2.3. Selección de las Colonias de Interés (Clones)
La selección de los clones se basa en las observaciones que se describen 

en la siguiente tabla:

Células sin vector No crecen

Células con vector sin inserto Colonias azules

Células con vector con inserto Colonias blancas

Las colonias blancas fueron seleccionadas para verificar por PCR que 

contuvieran el inserto buscado. Cada una de ellas fue aislada con un palillo de 

madera estéril y colocada en un tubo eppendorf para realizar la reacción de 

PCR {cfr. 32) utilizando primers específicos. En este caso los primers directos 

utilizados fueron Phili F 5-11 y 5'Nt 3-11, y como primer reverso 

RoRipolid(T) {cfr. 31.1). Los productos de PCR fueron analizados por 

electroforesis en geles de agarosa al 2 % (c/r.23).
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Por otra parte, se prepararon inóculos con el fin de obtener cultivos que 

permitan inmortalizar los clones. A tal efecto cada uno de los palillos utilizados 

anteriormente, conteniendo remanentes de la colonia aislada, fue introducido 

en un tubo conteniendo 3 mi de medio de cultivo LB (c/r. 35.2.1.1.1) con 50 

μg∕ml de ampicilina (cfr. 35.2.1.1.3.) Los inóculos de cada uno de los clones 

fueron incubados a 37 oC con agitación (200 rpm) durante toda la noche.

35.2.4. Glicerinado y Conservación de los Clones Seleccionados
Se tomó una alícuota de 400 μl de cada cultivo Icfr. 35.2.3) a la que se 

le añadió 92 μl de glicerol 80 % (v/v) estéril; cada suspensión fue rápidamente 

homogeneizada y congelada a -80 0C. El glicerol entre el 15 - 20 % se utiliza 

como Crioprotector para evitar que las células se rompan al congelar y 

descongelar la muestra. Los clones así tratados pueden ser conservados por 

largos períodos.

36. Secuenciamiento de los Fragmentos de Interés

36.1. Obtención de Plásmidos Purificados
La purificación de los plásmidos se realizó a partir de cultivos líquidos 

de cada clon. Se utilizó un kit de extracción, GFX Micro Plasmid Prep Kit, 

Amersham Biosciences. La técnica consiste en Iisar las células y eliminar 

restos celulares y proteínas. Luego el ADN plasmídico queda retenido en 

pequeñas columnas cromatográficas y es eluído con 100 ul de buffer Tris- 

EDTA pH 8. Posteriormente es mezclado con 0,1 volumen de acetato de sodio 

3 M y precipitado con 2,5 volúmenes de etanol absoluto -20 oC. El pellet fue 

centrifugado por 10 minutos a 4 0C y 15000 rpm, lavado dos veces con etanol 

frío (-20 °C) al 70 % (v/v) y disuelto en 15 ul de H2O MilliQ estéril.

Cynthia Sequeiros- 2006 100



Proteasas de Philibertia gilliesii - MATERIALES Y MÉTODOS

36.2. Digestión de los Plásmidos con Enzimas de 
Restricción

Se realizó la digestión de los plásmidos con la enzima de restricción

EcoRI para Cuantificar el inserto a secuenciar. Cada mezcla de reacción se

preparó de la siguiente manera:

Digestión de ADN con Enzimas de Restricción

Buffer de reacción IOX (específico para EcoRI) 1,0 μl

Enzima de restricción 0,5 μl

Muestra de ADN plasmídico 1,0 μl

Agua MilliQ 7,5 μl

Se incubó por 90 minutos a 37 °C. Los productos de la digestión fueron 

analizados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (c/r. 23) y se 

comparó la intensidad de las bandas con las de un patrón de concentración 

conocida (cfr. 23.5).

36.3. Secuenciacíón del ADN Clonado
Las muestras fueron Secuenciadas a través de los servicios de 

secuenciacíón de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autónoma de 

Barcelona (Barcelona, España) o de la empresa Sistemas Genomicos 

(Valencia, España). Los Cromatogramas fueron analizados con el programa 

Chromas v2.0 (Copyright©) 1988-2001 Technelysium Pty. Ltd.

37. ANÁLISIS DE LAS SEC I ENC IAS OBTENIDAS

Con el objetivo de obtener una secuencia consenso las secuencias de 

ADN obtenidas de los clones seleccionados fueron analizadas con el software 

de alineamiento Clustal-X (Thompson et al., 1997). Para poder identificar la 

presencia de elementos conservados de Cisteinendopeptidasas dichas 

secuencias fueron traducidas en los seis marcos de lectura con el software 

disponible en la Web perteneciente a la Universidad de Colorado 
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http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/translate/index.html (Molecular Toolkit, 

Translate). Se analizaron tanto las secuencias nucleotídicas como las 

aminoacídicas por BLAST (Altschul et al., 1997), con el fin de compararlas 

con las secuencias depositadas en los bancos de datos. Al mismo tiempo se 

hizo una búqueda por PSI-BLAST (NCBI) ajustando el perfil a proteínas 

pertenecientes al reino Viridiplanteae.

37.1. Cladograma
Con el fin de establecer el porcentaje de identidad y evaluar la similitud 

entre las secuencias encontradas denominadas Phili-A y Phili-B fueron 

comparadas entre ellas y con las secuencias de otras proteasas cisteínicas 

vegetales. Ellas fueron: aslclepaína f proteasas presente en la especie vegetal 

Asclepias Jruticosa perteneciente a la familia Apocynaceae (Trejo, 2005), 

papaína (IPPN) y proteinasa omega (IPPO) presentes en el látex de Carica 

papaya (Caricaceae) y una Cisteinproteasa perteneciente a Solanum tuberosum 

(Solanaceae) (AAR25797).

Se utilizó el programa Clustal X (Thompson et al., 1997) para alinear 

las secuencias y calcular el porcentaje de identidad; en tanto que el programa 

TreeView (Page, 1996) se utilizó para obtener el cladograma. La proteasa 

cisteínica perteneciente a Solanum tuberosum se la utilizó como "outgroup" ya 

que pertenece al tipo de las Catepsinas B, las cuales se diferencian de las del 

tipo papaína por presentar, además de la actividad endopeptidasa, actividad 

Carboxipeptidasa (liberando dipeptidos C-terminal). Esta actvidad 

dipeptidilpeptidasa es atribuida a la existencia de un loop extendido que forma 

una especie de tapa sobre la hendidura del sitio activo.r

37.2. Búsqueda de Secuencias Homólogas
Para la identificación de las secuencias con mayor porcentaje de 

identidad respecto a las de Phili-A y Phili-B cada una de ellas fue insertada en 

el programa utilitario “Swiss-Model Blast”, que busca en la base de datos 

“ExNRL-3D”. Esta base deriva del banco de datos de proteínas “PDB” donde 
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se encuentran depositadas solamente aquéllas cuya extructura fue determinada 

por métodos físicos (difracción de rayos X y resonancia magnética nuclear).

38. MODELADO POR HOMOLOGÍA

La modelización teórica proporciona la posibilidad de obtener modelos 

“de baja resolución” que permiten sugerir pero no confirmar información 

acerca de la disposición espacial de determinados residuos. Los resultados 

permiten tener una idea de la distribución espacial global de la protema y 

obtener información para el diseño de futuros experimentos.

El modelado por homología o "threading" se puede realizar cuando se 

conocen experimentalmente (obtenidas por cristalografía de rayos X y/o RMN) 

las estructuras de proteínas que están evolutivamente relacionadas (es decir que 

sean homologas) con la proteína a modelar. Para poder aplicar este método de 

predicción es necesario que la proteína a modelar posea un grado mínimo de 

identidad (35 %) con las proteínas de referencia y que la probabilidad de que 

sea diferente, evaluada mediante el parámetro P(N), sea menor ale’ .

Para la obtención de los modelos tridimensionales (3D) de las 

secuencias aminoacídicas denominadas Phili-A y Phili-B se empleó el 

programa “Swiss-Model” Version 36.0003 (Schwede et al., 2003; Guex & 

Peitsch, 1997 y Peitch, 1995) que es un programa de modelado automático por 

homología disponible en Internet httpr∕∕swissmodel.expasy.org∕∕SWISS- 

MODEL.html.
Este programa, Swiss-Model, incluye la etapa de búsqueda de los 

moldes adecuados, la obtención de los porcentajes de identidad con la 

secuencia problema empleando el algoritmo SIM, la generación del 

alineamiento estructural con el algoritmo de modelización ProModII, la 

generación del modelo y por último la etapa de refinamiento del modelo 

empleando el algoritmo de minimización energética Gromos96. Este programa 

tiene un modo que permite que los moldes sean definidos por el usuario, de 
esta manera se introdujo una mejora en el modelado incorporando como 

moldes las estructuras cuyas secuencias tuvieron un mayor porcentaje de 
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identidad y un menor valor de P(N) con la secuencia a modelar. En la siguiente 

tabla se presentan los moldes utilizados para cada secuencia a modelar.

Estructuras de proteasas cisteínicas vegetales empleadas como moldes para la 
secuencia Phili-A

Enzima Identificador 
ExPDB

%
Identidad

P(N) Referencia

Actinidaina laec_ 51,96 le'50 VarugheseetaZ., 1992

Actinidaina 2act_ 51,34 8e'50 Baker & Dodson, 1980

Caricaina lppo_ 51,05 5e55 Pickersgill et al., 1991

Caricaina lmeg_ 50,60 2e54 Katerelos et al., 1996

Procaricacina IpciA 50,60 8e54 Groves et al., 1996

Estructuras de proteasas cisteínicas vegetales empleadas como moldes para la 
secuencia PhiIi-B

Enzima Identificador 
ExPDB

%
Identidad

P(N) Referencia

Ervatamina B 1 iwdA 52,66 7e58 Biswas et al., 2003

Ervatamina C IoOeB 51,08 9e^50 Thakurta et al., 2004

Caricaina lppo_ 50,90 2e53 Pickersgill et al., 1991

Caricaina lmeg_ 50,45 6e53 Katerelos et al., 1996

Zingipaina IcqdA 48,80 8e55 Choi et al., 1999

Para la visualización del modelo se utilizó el programa Swiss-

PdbViewer v3.5 http://www.expasy.ch/spdbv/ (Guex & Peitsch, 1997).

38.1. Superposición de Estructuras
Con el objeto de comparar el modelo obtenido con las estructuras de 

referencia se realizó la superposición de las mismas utilizando el programa 

Swiss-PdbViewer v3.5 (Guex & Peitsch, 1997). El valor numérico que 
describe la similitud o diferencia de dos estructuras que se comparan es un 
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valor de distancia, el RMS (Root Mean Square) o RMSD (Root Mean Square 

Deviation).
El RMSD es una distancia que da idea de la diferencia estructural de 

dos topologías. De este modo, cuanto menor sea el valor de RMSD de 

comparación de ambas estructuras mayor es la similitud estructural de las 

mismas. Con el fin de determinar las desviaciones de la cadena principal 

(cadena de carbonos alfa) de cada modelo obtenido en relación a las estructuras 

de referencia se calculó el valor de RMS empleando el mismo programa de 

superposición.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

I. SELECCIÓN DE ESPECIES VEGETALES 
PRODUCTORAS DE PROTEASAS

Las especies vegetales recolectadas en la región Patagónica para 

desarrollar el estudio de actividad proteolítica fueron las siguientes: Colliguaja 

integerrima Gill, et Hook., Euphorbia collina Phil., Euphorbia peplus L. y 

Stillingia patagónica (Speg.) Pax et Hoffinann. todas ellas pertenecientes a la 

familia Euphorbiaceae, así como Philibertia gilliesii Hook, et Am. 

(Apocynaceae). Estas especies fueron seleccionadas por presentar látex pues, 
como se ha comentado en la Introducción (cfr. 2.3.3, I) y en Materiales y 

Métodos (cfr. 1, M&M), se conocen muchas especies en las cuales este tipo de 

secreción presenta un elevado rendimiento en enzimas proteolíticas. Sin 

embargo una especie sin sistema de laticíferos pero con la presencia de una 

sustancia resinosa en su inflorescencia, denominada Grindelia chiloensis 

(Com.) Cabrera (Asteraceae), también fue incluida en la búsqueda. En el ítem 

2 de Materiales y Métodos se incluye para cada una de las especies 

recolectadas una fotografía de la planta con flores y una descripción botánica 

de la misma.

1.1. Actividad Proteolítica de los Extractos Clarificados
La actividad Caseinolitica de los extractos clarificados provenientes de 

las distintas especies vegetales (cfr. 3, M&M) fue ensayada a dos valores de pH 
diferentes: 6,6 (buffer fosfatos 0,1 M) y 8,4 (buffer Tris-HCl 0,1 M) y a una 

temperatura de 37 oC durante 3 horas de incubación, tiempo considerado 

suficientemente largo para evidenciar actividad proteolítica significativa (cfr.

6.1, M&M). Debido a los altos valores que presentaron sus blancos, el extracto 
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clarificado de Euphorbia peplus fue ensayado sobre el sustrato azocaseína (cfr. 

6.2, M&M) en lugar de utilizar caseína. Los valores de proteínas fueron 

obtenidos por el método de Bradford (cfr. 5.1, M&M). Los resultados de estos 

ensayos se muestran en la Tabla 1.

Los extractos clarificados de G. chiloensis, C. integerrima y E. peplus 

no mostraron actividad detectable en las condiciones del ensayo. Por su parte el 

extracto de P. gilliesii exhibió remarcada actividad específica, seguido por los

Tabla 1. Actividad proteolítica de los extractos clarificados de seis especies vegetales 
recolectadas en Patagonia. (a): determinada a pH 8,4; (b): determinada a pH 
8,4 y 6,6; (c): testeada contra azocaseína (unidades Uazocas)

Especie Vegetal Actividad

(Uca√ml)

Proteínas

(mg/ml)

Actividad
Específica
(Le», ∕∏>g)

Philibertia gilliesii 0,721a 0,163 4,42
Euphorbia collina 0,257 a 0,457 0,56
Stillingia patagónica 0,200 a 0,186 1,08
Grindelia chiloensis no detectable b 0,098 -
Colliguaja integerrima no detectableb 0,619 -
Euphorbia peplus no detectable b,c 0,248 -

de las especies S. patagónica y E. collina quienes mostraron un valor menor 

(24.4 y 12.7 %, respectivamente, en relación con el de P. gilliesii'). En estos tres 

casos los valores de actividad enzimática presentados en la tabla se obtuvieron 

a pH 8.4. donde los tres extractos poseen mayor actividad.

1.2. Efecto de Inhibidores Específicos
Se analizó el comportamiento de los extractos clarificados de las tres 

especies en las que se detectó actividad caseinolítica significativa (Euphorbia 

collina, Stillingia patagónica y Philibertia gilliesii) en presencia de inhibidores 

característicos de cada tipo mecanístico de proteasas (cfr. 10. M&M). En la 

Tabla 2 se consignan los valores correspondientes al porcentaje de inhibición 

(cfr. 10.1, M&M) de los tres extractos ensayados con cada uno de los 

inhibidores.
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Tabla 2. Efecto de inhibidores específicos sobre Ia actividad enzimática de los 
extractos con actividad proteolítica.

Inhibidor
Philibertia 

gilliesii

% Inhibición
Stillingia 

patagónica
Euphorbia 

collina
AIA (100 μM) 14,5 16,3 2,8

E-64 (100 μM) 62,2 100,0 2,3
PMSF (1 mM) 0,0 0,0 41,4
Pepstatina A (10 μM) 0,0 0,0 4,3
1-10 fenantrolina (10 mM) 4,5 24,5 0,0

Debe tenerse en cuenta que las experiencias se realizaron con extractos 

casi crudos, en los cuales puede existir más de un tipo de proteasas y además 

sustancias que interfieran con la acción de los inhibidores ensayados, por lo 

que los resultados a este nivel son solamente orientativos. Los resultados 

obtenidos con el extracto de Philibertia gilliesii sugieren la presencia de una o 

más proteasas cisteínicas, al igual que en el caso del extracto de Stillingia 

patagónica. Por su parte el extracto de Euphorbia collina evidencia inhibición 

con PMSF, inhibidor específico de proteasas serínicas, lo que indicaría que su 

actividad enopeptidásica se debe a enzimas de este grupo catalítico.

1.3. Análisis del Perfil Electroforetico
La composición polipeptídica de los extractos clarificados de cada una 

de las especies se analizó mediante electroforesis nativa (cfr. 22.1 y 22.1.2.1, 

M&M), desnaturalizante (cfr. 22.2.1, M&M) e Isoelectroenfoque (cfr. 24, 
M&M). Además se realizaron los correspondientes zimogramas (cfr. 25, 

M&M) con el fin de detectar las fracciones proteolíticamente activas.

1.3.1. Electroforesis Desnaturalizante en Gradiente
Como puede observarse en la Figura 1, el extracto clarificado de 

Philibertia gilliesii (calles 2 y 6) mostró seis bandas proteicas y el extracto de 

Stillingia patagónica (carril 4) presentó cinco bandas. En ambos casos algunas 

de las bandas se ubican entre los patrones de 21,4 y 31 kDa, valores que se 
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corresponden con los de las masas moleculares características de 

endopeptidasas cisteínicas vegetales (Barret et al, 1998).

Figura 1. SDS-PAGE de los extractos clarificados. Carril 1: E. peplus', carril 2 y 6: 
P. gilliesii', carril 3: C. integerrima', carril 4: S. patagónica', carril 5: marcadores de peso 
molecular (97,4 kD; 66,2 kD; 45 kD; 31 kD; 21,4 kD y 14,4 kD); carril 7: E. collina y carril 8: 
G. chiloensis.

El extracto de E. collina (carril 7) reveló la presencia de dos bandas 

Inayoritarias de las cuales la que presenta mayor masa molecular se 

corresponde en tamaño a los valores hallados para un gran número de 

endopeptidasas serínicas vegetales (Lynn & Clevette-Radford, 1988). Los 

extractos sin actividad proteolítica evidenciaron la presencia de varias bandas 

de diferente masa molecular.

1.3.2. Electroforesis Nativa y Zimograma
En la Figura 2 se muestran las electroforesis nativas correspondientes 

a los extractos clarificados de las seis especies en estudio y el zimograma de 

las que manifestaron actividad proteolítica en las condiciones de ensayo 

(Euphorbia collina, Stillingia patagónica y Philibertia gilliesii).

El zimograma muestra una ancha banda de actividad con movilidad 

intermedia en el caso del extracto clarificado de Euphorbia collina (Figura 2 C, 

carril 1) y sólo indicios de actividad en el punto de siembra de Stillingia 

patagónica y de Philibertia gilliesii (Figura 2 C, carriles 2 y 3); el 

comportamiento observado en estos dos últimos extractivos implica que las
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Figura 3. IsoeIectroenfoque. Carril 1: Euphorbiapeplιιs', carriles 2, 4, 7 y 9: patrones de pl\ 
carril 3: Stillingia patagónica; carril 5: Philibertia gilliesii; carril 6: Euphorbia 
collina; carril 8: Coliguaja integerrima: carril 10: Grindelia chiloensis.

1.3.4. IsoeIectroenfoque con Zimograma
Como puede observarse en la Figura 4 el extracto de E. collina mostró 

solamente una banda con actividad Caseinolitica que corresponde a la 

fracción de mayor intensidad y de pl más ácido. Por su parte, el extracto de 

P. gilliesii mostró al menos cuatro fracciones activas, todas ellas proteínas 

básicas.
Endopeptidasas de naturaleza básica fueron también características 

del látex de otras especies vegetales pertenecientes a la misma tribu que P. 

gilliessi -Asclepiadeae- como por ejemplo las de Arattjia hortorum (Priolo et 

al., 2000 y Obregón et al., 2001), Asclepias curassavica (Liggieri et al., 

2004), A. fruticosa (Trejo et al.. 2001), A. glaucescens (Barragán c/ al., 1985 

y Tablero et al., 1991), Funastrum clausum (Morcelle et al., 2004a), 
Morrenia brachystephana (Arribére et al., 1998 y Vairo Cavalli et al., 2003) 

y M. odorala (Arribére el al., 1999 y Vairo Cavalli et al., 2001).
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fracciones activas migraron al cátodo, lo que se corresponde con proteínas de 

naturaleza básica, tal como se comprobara luego al realizar el 

isoelectroenfoque-zimograma (cfr. 1.3.4).

Figura 2. A: Electroforesis nativa. Carril 1: Colligttaja integerrima; carril 2: Grindelia 
chiloensis', carril 3: Euphorbia peplus. B: Electroforesis nativa. Carril 1: 
Euphorbia collina', carril 2: Stillingia patagónica', carril 3: Philibertia gilliesii. 
Ct Zimograma. Carril 1: Euphorbia collina', carril 2: Stillingia patagónica; 
carril 3: Philibertia gilliesii

1.3.3. Isoelectroenfoque
El iSoelectroenfoque mostró que los extractos sin actividad proteolítica 

contuvieron pocas fracciones, todas ellas proteínas ácidas con pl menor a 5.9 

(Figura 3).
El extracto de S. patagónica (carril 3) exhibió aproximadamente 10 

fracciones proteicas dentro de un amplio rango de pl entre 5,1 y 9,3 o superior. 

El extracto de E. collina (carril 6) mostró al menos seis bandas proteicas dentro 

de un rango de pl de 4,4 a 9,0. P. gilliesii, el extracto con mayor actividad 

proteolítica, mostró un patrón complejo (carril 5), con bandas proteicas con 

valores de pl desde 4.7 hasta valores bastante mayores a 9,3.
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Figura 4. Isoelectroenfoque-Zimograma. Carriles 1 y 2: Euphorbia colima: carril 3 y 4: 
patrones de pl: carril 5 y 6: Philibertia gilliesii

La o las bandas proteolíticamente activas del extracto de S. patagónica 

no pudieron ser detectadas mediante la técnica de zimograma, posiblemente 

debido a la baja estabilidad que presentaron estas preparaciones.
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2. ESPECIE SELECCIONADA: PHIL1BERTIA
GILLIESII

En función de los datos obtenidos en el ítem 1 se seleccionó a 

Philibertia gilliesii como la especie más adecuada para el aislamiento, 

caracterización y purificación de las endopeptidasas presentes en el látex 

obtenido de sus frutos.

2.1. Características de los Frutos
Los frutos de Philibertia gilliesii (Figura 5) son fusiformes y más largos 

que anchos. Su tamaño y peso varían sensiblemente; el más pequeño obtenido 

durante las recolecciones de los años 2002 a 2004 presentó un ancho de 1,4 cm 

y un largo de 3,3 cm, mientras que en el más grande las dimensiones fueron de 

2,7 cm de ancho y 6,2 cm de largo.

Figura 5. Philibertia gilliesii. Planta, flores y frutos con látex fluyendo de los mismos
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El peso de los frutos en estudio varió desde un valor promedio de 3,7 g 

para los más pequeños hasta un valor de 8.1 g para los más grandes. Las 

dimensiones y el peso promedio de los frutos recolectados para la posterior 

extracción del látex se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Características de los frutos de PhUihertia gilliesii.

Afto Tamafto Promedio Peso Promedio

(g)Ancho (cm) Largo (cm)

2002 2,21 4,86 5,86

2003 2,15 4,95 5,95

2004 2,20 4,92 5,92

2.2. Obtención y Conservación de los Extractos 
Enzimaticos
El látex presente en los frutos de Philibertia gilliesii (pH cercano a 5) 

fue recolectado sobre buffer conteniendo protectores, como se indicó en el 

inciso 4.1 de Materiales y Métodos. El aspecto de la suspensión obtenida, 

denominada extracto crudo, fríe algo turbio y de color blanquecino.

Dado que en la mayoría de las aplicaciones biotecnológicas se emplean 

extractos enzimáticos sólo parcialmente purificadas (Illanes, 1994), se clarificó 

el extracto crudo por centrifugación (cfr. 4.2, M&M). La solución límpida 

obtenida, denominada philibertaína g, fue caracterizada desde el punto de 

vista bioquímico y Iisicoquimico con el fin de disponer de una serie de 

parámetros útiles en una posible aplicación biotecnológica de dicha 

preparación enzimática. Recientemente se han empleado extractos clarificados 

de látex de Calotropis gigantea en aplicaciones biomédicas como la hidrólisis 

de coágulos de fibrina (Rajesh et al., 2005) y el látex de Carica papaya para la 

degradación de efluentes proteicos (Biazus et al., 2003).

2.2.1. Conservación de las Preparaciones Enzimáticas
La conservación es un aspecto de gran importancia para un producto 

que puede ser empleado industrialmente. En el caso de las preparaciones 
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enzimáticas se analizaron diferentes formas de almacenamiento: dos a bajas 

temperaturas y la tercera por Iiofilizacion.

2.2.1.1. Efecto del almacenamiento a bajas temperaturas
2.2.1.1.1. Efecto de la conservación a 8 oCy - 20 °C.

Con el fin de analizar la estabilidad de las peptidasas presentes en las 

preparaciones enzimáticas. tanto el extracto crudo como el clarificado 

(philibertaína g) se almacenaron a dos diferentes temperaturas (cfr. 12.1, 

M&M).

Como se observa en la Figura 6 el almacenamiento de las preparaciones 

enzimáticas a bajas temperaturas produce una pérdida gradual de actividad 

enzimática.

Figura 6. Estabilidad de las preparaciones enzimáticas a bajas temperaturas. Los datos 
resultan de promediar dos ensayos independientes (n = 3).

En el caso de las muestras conservadas a -20 oC el comportamiento es 

similar tanto para el extracto crudo como para el extracto clarificado 

perdiéndose alrededor del 25 % de actividad al cabo de 6 meses. En el caso de 

las muestras conservadas a 8 oC la pérdida de actividad es mayor, aunque es de 

destacar que el extracto crudo retiene algo más del 60 % de la actividad inicial 

hasta 6 meses en estas condiciones, lo que permitiría su conservación sin 

necesidad de temperaturas tan bajas; no ocurre lo mismo en el caso de 

philibertaína g que, en las condiciones de este ensayo, retiene sólo el 35 % de 

la actividad inicial.
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2.2.I.I.2. Almacenamiento a - 20 oC por períodos más 
prolongados.

Se analizó el efecto de la baja temperatura (- 20 °C) sobre philibertaína 

g durante tiempos más prolongados. En la Figura 7 se observa que luego de 

una reducción inicial de la actividad, la misma se mantiene prácticamente 

constante hasta 34 meses de almacenamiento, conservando alrededor de 70 % 

de la actividad inicial.

Figura 7. Actividad proteolítica de philibertaína g almacenada a -20 oC. Los 
datos resultan de promediar dos ensayos independientes (n - 3).

2.2.1.2. Efecto de la Iiofilizacion
El proceso de Iiofilizacion (cfr. 12.2, M&M) redujo la actividad de 

philibertaína g en un 25 % (Figura 8), valor que se mantuvo al menos hasta los

Figura 8. Efecto de la IiofiIizacion sobre Ia actividad proteolítica de 
philibertaína g. Los datos resultan de promediar dos ensayos 
independientes (n = 3).
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dos primeros meses de conservación en heladera de las muestras Iiofilizadas. 

Entre los cuatro y los seis meses la muestra retuvo el 60 % de su actividad 

inicial.

2.3. Caracterización de Philibertaína g
Philibertaina g contuvo 1,22 mg/ml de proteínas determinadas por 

Bradford {cfr. 5.1, M&M) y una actividad específica de 6.84 Ucas/mg de 

proteínas. Cabe aclarar que las diferencias observadas entre estos valores y los 

presentados en la Tabla 1 son debidas a que se trata de una muestra obtenida a 

partir de una segunda recolección de látex.

2.3.1. Preactivacion de la Enzima por el Agregado de Cisteína
Las peptidasas cisteínicas para encontrarse en forma activa requieren 

tener reducido el grupo tiol del residuo de cisteína de su sitio activo. Dado que 

la cisteína per se es un muy buen agente reductor se la empleó con el fin de 

establecer las condiciones óptimas de preactivación de la preparación 

enzimática. Para ello se realizaron ensayos incubando el extracto enzimático 

con distintas concentraciones de cisteína a diferentes tiempos (cfr. 9.1, M&M).

Figura 9. Preactivacion de Ia preparación enzimátiea
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Como se observa en la Figura 9, la mencionada preincubación con 

cisteína provocó un aumento máximo de 14 % en la actividad Caseinolftica de 

phi Iibertaina g. En algunas muestras en las que la enzima estuvo más oxidada 

se observaron incrementos mayores en la actividad al realizar la preincubación.

Para obtener la máxima actividad enzimática es suficiente la 

preincubación con cisteína 5 mM durante 15 minutos. Por otra parte puede 

observarse que una concentración de cisteína de 30 mM vuelve a disminuir la 

actividad de la enzima. Respecto a esta última observación cabe mencionar que 

en el afio 2003 Nallamsetty et al. y Patel & Jagannadham reportan que tanto en 

ervatamina A (enzima cistínica de Ervatamia coronaria, Apocynaceae) como 

en heynaína (extraída de Ervatamia heyneana, Apocynaceae) se produce una 

pérdida de actividad cuando se adiciona cisteína pero ya en una concentración 

mayor a 0,5 mM. En el caso de heynaína los autores sugieren que el efecto 

mencionado podría deberse tanto a una perturbación de la estructura funcional 

por reducción de puentes disulfuros como a la formación de un complejo 

irreversible del agente reductor con la cisteína del sitio activo.

Es de destacar que en nuestro caso la preactivación de la muestra es 

necesaria para evitar que se origine una “fase lag” -o tiempo que demora la 

enzima en adquirir su máxima velocidad- aún en presencia de cisteína en el 

medio de reacción, efecto que de producirse puede generar errores en la 

determinación de la velocidad inicial a tiempos cortos.

2.3.2. Efecto del Agregado de Cisteína en la Mezcla de Reacción
Para establecer las condiciones del medio de reacción que permitan a la 

preparación enzimática de Philibertia gilliesii manifestar su máxima actividad, 

se incorporaron distintas concentraciones de cisteína (0 a 25mM) al sustrato 

(caseína), determinándose luego la actividad proteolítica a pH 8 del modo 

habitual (cfr. 9.2 y 6.1, M&M). Los ensayos se realizaron con enzima sin 

preactivar y preactivada con cisteína. Los resultados obtenidos se muestran en 

la Figura 10.
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Figura 10. Efecto del agregado de cisteína en la mezcla de reacción.

En el caso de philibertaína g preactivada vemos que la presencia de 

cisteína en la mezcla de reacción incrementa la actividad enzimática en 

aproximadamente un 10 % respecto a los valores obtenidos en ausencia del 
agregado de la misma. Io que se justifica porque se mantiene el medio reductor 

durante toda la reacción. En el caso de philibertaína g sin preactivar el 

incremento de la actividad enzimática obtenido al agregar cisteína a la mezcla 

de reacción fue considerablemente mayor (60 %), alcanzándose un valor 

máximo cuando la concentración de cisteína en el medio de reacción llega a 10 

mM. El gran incremento aquí observado es debido a que la cisteína del sitio 

activo no fue reducida ya que no se agregó cisteína en la mezcla de reacción 

(en el primer punto de la curva) y a que se trata de la preparación enzimática 

sin preactivar.

Como nos demuestra este experimento, la preactivación de las muestras 

coloca a las diferentes preparaciones en condiciones de expresar su máxima 

capacidad enzimática. En base a los resultados obtenidos, en los sucesivos 
ensayos de actividad no sólo se realizó la preactivación del extracto enzimático 

sino que también se utilizó una concentración de cisteína de 10 mM en la 

mezcla de reacción. Una mayor concentración de cisteína incrementa 
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innecesariamente los blancos, sin tener efecto positivo sobre la actividad 

proteolítica.

23.3. Actividad Endopeptidásica
La caseína es uno de los sustratos proteicos más ampliamente utilizados 

en los sistemas de ensayo para detectar actividad endopeptidásica debido a su 

bajo costo y al adecuado grado de pureza con que son obtenidos. El protocolo 

empleado (cfr. 6.1, M&M) provee por tanto de un método económico y 

sencillo para determinar actividad proteolítica, siendo muy utilizado para la 

selección de extractos crudos con actividad endopeptidásica (Sarath et al, 

2001).

Philibertaina g presentó una actividad 8.53 Ucas∕ml y mostró Iinealidad 

en el ensayo de actividad hasta los 4 minutos de reacción (Figura 11)

Figura 11. Actividad CaseinoIitica de philibertaína g (dilución 1:10)

2.3.4. Actividad Endoesterolítica
Los ensayos de actividad esterolítica {cfr. 7.1, M&M) se realizaron con 

el objeto de conocer las preferencias del extracto enzimático de P. gilliesii por 

los distintos sustratos sintéticos del tipo N-a-carbobenzoxi-aa-p-nitrofenil 

ésteres (N-CBZ-aa). Como puede observarse en la Figura 12, la preparación 

enzimática muestra la máxima actividad endoesterásica relativa con los 

derivados de glutamina y alanina (100 y 73 %), seguidos por los derivados de 
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ácido aspártico y asparagina (40 y 22 %, respectivamente), en menor 

proporción con los derivados de glicina, triptofano y Ieucina, en tanto que con 

tirosina y fenilalanina se obtuvo solo 5 % de actividad.

Figura 12. Actividad esterolítica del extracto enzimático de Philibertia
gilliesii.

El orden de preferencia hacia los dos primeros sustratos fue inverso al 

obtenido en el caso de la preparación enzimática de Asclepias Jruticosa (Trejo 

et al, 2001), que presentó un 100 % de actividad con alanina y un 85 % con 
glutamina ; por su parte el extracto crudo de Funastrum clausum (Morcelle et 

al, 2004a) manifestó un 100 % de actividad relativa hacia el derivado de 

alanina. aunque seguido por asparagina con sólo un 19 % de actividad relativa.

2.3.5. Actividad Carboxipeptidásica
Con el fin de detectar la presencia de Carboxipeptidasas en el látex de 

Philibertia gilliesii se realizaron ensayos sobre philibertaína g y sobre un 

nuevo extracto que fue obtenido en presencia de inhibidores de proteasas 

cisteínicas -que podrían degradar la exopeptidasa buscada- e iones cinc 

requeridos para la expresión de la actividad de la enzima en cuestión {cjr. 4.3, 

M&M). La actividad carboxipeptidásica de las muestras fue determinada según 

el protocolo descrito (cfr. 8, M&M) utilizando como control positivo una 
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enzima comercial (Carboxipeptidasa A bovina, CPA). No se detectó actividad 

Carboxipeptiddsica ni actividad inhibitoria de Carboxipeptidasa A (cfr. 17, 

M&M) en ninguna de las muestras ensayadas.

2.3.6. Efecto del pH sobre Ia Actividad Proteolítica
2.3.6.1. Perfil de pH

Con el fin de conocer la variación de la actividad enzimática de 

philibertaína g con el pH del medio (Figura 13) se determinó la actividad 

Caseinolitica en el rango 6-11 (c/r. 13, M&M).

PH
Figura 13. Perfil de pH de philibertaína g.

Como se observa en la figura, la preparación enzimática de Philibertia 

gilliesii presentó el 80 % de su actividad Caseinolitica máxima entre los valores 

de pH 7 y 10. La curva presenta dos máximos, comportamiento normal en una 

preparación enzimática no purificada donde pueden coexistir más de una 

enzima con diferente pH óptimo.
La mayor actividad a valores de pH neutros y alcalinos es una 

característica común de todas la proteasas estudiadas hasta el momento 

pertenecientes a la tribu Asclepiadeae.
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23.6.2. Estabilidad al pH
Se analizó el efecto del pH sobre la estabilidad de las enzimas presentes 

en la preparación enzimática {cfr. 14. M&M). En la Figura 14 se puede 

observar que no se produjo disminución de la actividad Caseinolitica luego de 

mantener philibertaína g 2 horas sobre hielo a valores de pH entre 7 y 10. Este 

ensayo demuestra una gran estabilidad del extracto enzimático de Philibertia 

gilliesii en condiciones alcalinas.

Figura 14. Curva de estabilidad al pH philibertaína g

23.7. Estabilidad a la Temperatura
Este ensayo nos permitió evaluar el efecto de la temperatura sobre la 

estabilidad de philibertaína g (cfr. 16, M&M). En la Figura 15 se puede 

observar el comportamiento térmico del extractivo analizado el que presenta 

una gran estabilidad a temperaturas entre 25 y 45 °C. reteniendo más del 80 % 

de la actividad original luego de dos horas de incubación.

A 55 oC comienza a desestabilizarse reteniendo alrededor de un 40 % 

de la actividad inicial luego de una hora de incubación. La preparación se 

inactiva luego de 5 minutos a 75 °C.
El comportamiento térmico de la preparación enzimática resulta 

ventajoso si se la desea utilizar en procesos industriales, ya que un breve 

calentamiento a 75 oC permite detener la actividad proteolítica de la misma.
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Figura 15 Estabilidad térmica de philibertaína g

Comparando la estabilidad térmica de philibertaína g con la de otras 

preparaciones enzimáticas obtenidas a partir del látex de especies vegetales 

pertenecientes a la misma familia (Tabla 4) podemos decir que el extractivo de 

Philibertia gilliesii tiene un comportamiento similar al obtenido a partir de

Especie vegetal Actividad residual Referencias
(%)

45 oC 60 oC 70 oC
Philibertia gilliesii 85 5 0
Asclepias Curassaviea 100 100 0 Liggieri et al., 2004
Asclepias Jruticosa 77 0 0 Trejo et al., 2001
Funastrum clausum 90 75 65 Morcelle et al., 2004a
Morrenia brachystephana 95 80 45 Vairo Cavalli et al., 2003
Morrenia odorata 95 70 22 Vairo Cavalli et al., 2001

Tabla 4. Estabilidad térmica de diferentes preparaciones enzimáticas obtenidas a 
partir de látex. Los datos corresponden a 2 horas de incubación a las temperaturas 
indicadas.

Asclepias Jruticosa, dado que ambas prácticamente se inactivan luego de dos 

horas de incubación a 60 grados; por su parte, las enzimas de Funastrum 
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clausum, Morrenia brachystephana y M. odorata presentan una gran 

estabilidad térmica a temperaturas tan altas como 70 °C.

2.3.8. Efecto de Ia Fuerza Iónica sobre la Actividad Proteolítica
Si bien la actividad de la mayoría de las enzimas no se ve afectada a 

valores bajos de fuerza iónica, la misma suele disminuir cuando la 

concentración de sal (NaCl) se incrementa por encima de 0,2 M (Scopes, 

1984). El incremento de la concentración salina sobre la actividad de 

philibertaína g (cfr. 15, M&M) produce una disminución gradual de la misma, 

aunque reteniendo el 60 % de la actividad inicial aún en NaCl 1 M (Figura 16).

NaCl (M)

Figura 16. Efecto de Ia concentración salina sobre Ia actividad 
Caseinolitica del extractivo de P. gilliesii. Los datos resultan 
de promediar dos ensayos independientes (n = 3).

Esta característica es valiosa en su posible uso para procesar 

enzimáticamente material crudo marino. Un ejemplo de este tipo de procesos 

es la obtención de la salsa de pescado, condimento muy utilizado para la 

preparación de arroces en el sudeste asiático, mezclando carne cruda de 

pescado, jugo de ananá (rico en enzimas proteolíticas) y aproximadamente un 

20 % de sal (Owens & Mendoza, 1985; Gildberg, 1992).
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2.3.9. Efecto de Agentes Químicos
Se evaluó el comportamiento de philibertaína g en presencia de 

distintos agentes químicos normalmente utilizados en la industria (cfr. 11, 

M&M). En el caso de la manufactura del cuero existen varias etapas, muchas 

de las cuales involucran proteasas en condiciones hostiles a causa del agregado 

de aditivos como surfactantes, agentes reductores, altas concentraciones 

salinas, cambios en el pH y la temperatura, adición de preservantes y otras 

enzimas necesarias para mejorar la eficiencia del proceso (Uhlig, 1998). Del 

mismo modo las enzimas presentes en los detergentes están expuestas a 

agentes quelantes, surfactantes y oxidantes (como los blanqueadores) y a altas 

temperaturas y pH alcalino (Uhlig, 1998). En la Tabla 5 se puede ver el 

comportamiento de la preparación enzimática de P. gilliesii frente a diferentes 

sales utilizadas en la industria alimenticia, surfactantes y desnaturalizantes.

a) en la mezcla de reacción
b) preincubado con el extractivo enzimático.

Tabla 5. Efecto de agentes químicos sobre la actividad del extractivo de

Agente Químico Concentración Actividad Residual (%)

Control - 100,0

SDSa 1 % 2,7

SDSb 1 % 0,0

Tritón X-IOO 1 % 4,6

Urea 4 M 163,0

EDTA IOmM 97,9

NaCl 0,3 M 85,2

CaCl2 IOmM 76,2

Philibertia gilliesii.

2.3.10. Inhibición con Acido Iodoacético del Extractivo 
Enzimático

El ácido iodoacético (AIA) al igual que la iodoacetamida son 

compuestos químicos usados como inhibidores irreversibles de proteasas 

cisteínicas. Estos inhibidores bloquean los grupos Sulfhidrilos libres, 

reaccionando no sólo con el residuo de cisteína del sitio activo sino también 

con la cisteína que normalmente se adiciona como activador.
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El ensayo de inhibición con ácido iodoacético (cfr. 10.3, M&M) se 

realizó con preparaciones enzimáticas sin preactivar y preactivadas con cisteína 

(Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del AIA sobre el extracto enzimático de
Philibertia gilliesii sin preactivar y preactivado.

Concentración AIA % Actividad Residual
Sin preactivar Preactivado

0 mM 100 100

1 mM 70,7 1

IOmM 27,6 0

15 mM 8,5 0

Dado que en una población de moléculas de endopeptidasas cisteínicas 

normalmente hay un porcentaje de ellas en las que los grupos Sulfhidrilo del 

sitio activo se encuentran oxidados, antes de inhibir la enzima es necesario 

tratar previamente la preparación con un agente reductor -como por ejemplo 

cisteína o ditiotreitol (DTT)- para que todos los grupos Sulfhidrilo del sitio 

activo se encuentren en forma reducida y puedan luego ser bloqueados por el 

inhibidor.
En el experimento realizado se observa que la preparación enzimática 

sin preactivar no llega a ser inactivada ni aún con elevadas concentraciones de 

AIA. Es de fundamental importancia considerar este aspecto para evitar una 

inhibición incompleta al momento de utilizar inhibidores específicos de grupo, 

tales como el aquí mencionado o el E-64, en particular si éste último será 

empleado para titular el sitio activo.

El experimento precedente permitió explicar la elevada actividad 

residual observada en la Tabla 2 sobre el extracto clarificado de P. gilliesii 

cuando fue incubado con 1OO μM de AIA, sin haber sido activado previamente.
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2.3.11. Caracterización Electroforetica
2.3.11.1. Elecroforesis nativa con polaridad invertida y 

zimograma
Teniendo en cuenta los resultados de la electroforesis en estado nativo 

(cfr. 1.3.2, R&D) y del IEF (cfr. 1.3.4, R&D) realizados durante el screening 

de las diferentes especies vegetales se decidió analizar el perfil proteico en 

estado nativo de philibertaína g, invirtiendo la polaridad de los electrodos (cfr.

22.1.2.2, M&M). En este caso las proteínas con carga positiva a pH 8,8 son las 

que ingresan y se separan dentro del gel de poliacrilamida. Aquellas proteínas 

con carga negativa a ese valor de pH se mueven desde el punto de siembra 

hacia el buffer del reservorio superior.

En la Figura 17 podemos observar 5 bandas proteicas. La primera en el 

borde del punto de siembra, la segunda en la interfase entre el gel de stacking y 

el gel de resolución y las otras 3 en la parte superior del gel de resolución. A 

excepción de la banda localizada en la interfase de los geles. todas las demás 

presentan actividad proteolítica como se observa en el zimograma (cfr. 25, 

M&M).

Figura 17. Electroforesis nativa con electrodos invertidos del extractivo de
P. gilliesii. Calles 1 y 2: electroforesis a dos concentraciones de 
muestra diferentes, calles 3 y 4: zimogramas.
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2.3.11.2. Comparación entre los perfiles obtenidos por 
elecroforesis desnaturalizante reductora y no reductora

Con el fin de completar el análisis del perfil proteico del extracto 

enzimático proveniente del látex de Philibertia gilliesii, se realizó una 

electroforesis en presencia de SDS, pero en condiciones no reductoras, lo que 

permite detectar las bandas con actividad proteolítica por medio de un 

Zimograma {cfr. 22.2.2, 22.2.2.4 y 25, M&M). El perfil así obtenido (Figura 

18) es muy diferente al obtenido en condiciones reductoras (cfr. 22.2.1, 

M&M). En las presentes condiciones las proteínas se encuentran 

Semidesnaturalizadas (Figura 18. calles 2 y 3) y se observan 7 bandas proteicas 

cuyos pesos moleculares estimados son 106,3; 83,4; 64,1; 40,3; 35,2; 29,6 y 

22,5 kDa, además de una banda muy ancha con un peso promedio de 15.8 kDa.

Figura 18. SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras y 
zimograma. Calle 1: zimograma de la electroforesis no 
reductora (calle 3), calle 2: electroforesis no reductora teñida con 
nitrato de plata, calle 3: electroforesis no reductora teñida con 
Coomasie Blue, calle 4: patrones de peso molecular calle 5: 
electroforesis reductora teñida con Coomasie Blue.

Debemos considerar que estos pesos moleculares son sólo Orientativos por 

tratarse, como hemos dicho, de un sistema no completamente desnaturalizante 

en el cual el SDS puede no acceder a algunas regiones de la proteína. Si 

comparamos estos resultados con el perfil correspondiente a condiciones 
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totalmente desnaturalizantes (Figura 18, calle 5) se puede observar que en este 

último caso desaparecen las dos bandas de mayor peso molecular y hallamos 

una nueva banda de 65,5 kDa, dos bandas muy cercanas de 44 y 37,6 kDa, otra 

de 26,7 kDa y se mantiene la zona de 14 kDa, tomando el valor 

correspondiente al punto medio de las mismas.

Es interesante observar que la actividad proteolítica (Figura 18. carril 1) 

que fue determinada por la técnica habitual de zimograma (q∕r. 25, M&M), 

puede además detectarse al teñir con plata (cfr. 22.2.1.4.2, M&M) el gel de 

Poliacrilamida que estuvo en contacto con la placa de agarosa embebida en 

caseína utilizado para realizar el zimograma (Figura 18, calle 2). En esta figura 

la zona con actividad enzimática -donde la caseína está hidrolizada- queda sin 

ninguna tinción, contrastando intensamente con un fondo color marrón 

producido por la presencia de caseína proveniente de la placa de agarosa, que 

ha quedado adherida a la poliacrilamida luego del contacto. En ambos geles se 

puede observar dos bandas activas de peso molecular muy cercano una de otra 

con 45,3 y 42.1 kDa cada una (como indicamos antes estos valores son 

orientativos).
El perfil proteico de philibertaína g en condiciones no reductoras es 

muy diferente al obtenido de otras especies vegetales como por ejemplo el de 

Calotropis procera (perteneciente a la misma tribu Asclepiadeae) que presenta 

solamente 3 bandas proteicas de peso molecular entre 20 y 29 kDa (Dubey & 

Jagannadham. 2003), algo similar ocurre con el perfil proteico obtenido en 

condiciones reductoras. Por su parte, los extractivos obtenidos a partir del látex 

de Morrenia brachystephana (Arribére et al., 1996). M. odor ata (Arribére et 

al., 1999), Araujia hortorum (Obregón et al., 2001) y Funastrum clausum 

(Morcelle et al.. 2004a), todas ellas pertenecientes a la misma tribu 

(Asclepiadeae) presentan en SDS-PAGE solamente dos bandas de peso 

molecular entre 21 y 31 kDa y péptidos de autodegradación menores a 14 kDa. 
Como hemos indicado más arriba el perfil de P. gilliesii en SDS-PAGE 

muestra tres bandas (65,5; 40.8 y 37.6 kDa) de mayor peso molecular al 

esperado para proteasas cisteínicas, una de alrededor de 27 kDa, que se 

encuentra dentro de los tamaños hallados en otras Etoendopeptidasas de esta 
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clase y una zona de menor peso molecular, probablemente constituida 

principalmente por productos de hidrólisis.

2.3.11.3. Isoelectroenfoque con zimograma
La Figura 19 A muestra el Isoelectroenfoque (cfr. 24, M&M) de 

philibertaína g, en un rango de pH de 3 a 9.

Figura 19. Isoelectroenfoque de philibertaína g. A) IEF con anfolitos de amplio 
espectro (3-9). Callel: patrones de pl y calle 2: philibertaína g. B) IEF con 
anfolitos de alto pl (8-10). Callel: patrones de pl, calle 2: philibertaína g y 
calle 3: zimograma.

Dicha preparación enzimática demostró contener una gran cantidad de 

componentes proteicos con pl en un rango que va de 4,6 a valores mayores a 

9,3.
Con el fin de evaluar con más detalle los valores de pl de las fracciones 

alcalinas se realizó un Isoelectroenfoque con anfolitos de rango de pH 8 a 10. 

En la Figura 19 B se puede distinguir claramente 3 zonas con actividad 

proteolítica: una con un pl entre 8,5 y 9,0, otra con pl entre 9,3 y 10,25 y por 
último una fracción de pl > 10.25. Además, si se observa cuidadosamente el 

zimograma de la mencionada figura, puede advertirse la presencia de una 

cuarta fracción activa de pl entre 9 y 9.3. Casi la totalidad de las proteasas 

vegetales obtenidas a partir del látex de especies pertenecientes a la familia 
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Apocynaceae son de naturaleza básica con pl mayores a 9. Sin embargo, ha 

sido informada la existencia de 5 proteasas ricas en aminoácidos ácidos con pl 

entre 3,6 y 6,19 extraídas del látex de Asclepias glaucescens (Apocynaceae) 

(Barragán et al.. 1985). La multiplicidad de proteasas que muestra el látex 

obtenido de Philibertia gilliesii es un fenómeno claramente establecido en otras 

especies vegetales. El látex de Carica papaya (Caricaceae) contiene 4 

proteasas que son tanto funcional como estructuralmente distintas (Glazer & 

Smith, 1971; Lynn, 1979), de la misma manera el látex de Ficus glabrata y 

Ficus carica (Moraceae) contiene varias proteasas diferenciables eletroforética 

y Cromatograficamente (Sgarbieri et al., 1964). Del látex de Calotropis 

gigantea (Apocynaceae) se han aislado 4 proteasas cisteínicas que poseen 

diferente composición aminoacídica. mapa peptídico, movilidad electroforética 

entre otras propiedades distintivas (Abraham & Joshi, 1979; Pal & Sinha, 

1980). Sundd et al., 1998; Kundu et al., 2000 y Nallamsetty et al., 2003 

estudian tres proteasas alcalinas con diferente secuencia N-terminal, peso 

molecular, pl y condiciones óptimas de actividad, aisladas del látex de 

Ervatamia coronaria (Apocynaceae). En nuestro laboratorio también se han 

purificado 3 diferentes proteasas alcalinas del látex de Araujia hortorum 

(Priolo et al., 2000; Obregón et al., 2001) como así también dos proteasas 

cisteínicas de Morrenia brachystephana (Vairo Cavalli et al., 2001 y 2003), 

aunque Asclepias fruticosa posee una única proteasa (Trejo et al., 2001). Las 

últimas especies citadas pertenecen a la familia Apocynaceae. al igual que la 

que es objeto del presente trabajo.
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3. OBTENCIÓN DE HIDROLIZADOS PROTEICOS 
con Posible aplicacion industrial

3.1. Hidrolizados de Agua de Cola
Se denomina agua de cola al efluente líquido de las fábricas de harina 

de pescado. Este subproducto líquido de la industria pesquera, contiene 

principalmente proteínas y sólidos suspendidos por lo que puede ser utilizado 

en la obtención de hidrolizados proteicos de utilidad en la industria alimentaria.

La composición del agua de cola es altamente variable y depende 

fuertemente de la composición inicial de la materia prima y de las condiciones 

de almacenamiento y de operación de la planta de harina. La composición 

química aproximada del agua de cola es 9,4 % (p/v) de sólidos totales, 7,1 % 

(p/v) de proteínas determinadas por Kjeldahl, 0,3 % (p/v) de Iipidos y 2,1 % 

(p/v) de cenizas, con un valor de pH de 6,2 (del Valle & Aguilera, 1990).

El agua de cola empleada en el presente estudio fue obtenida de la 

fábrica de harina de pescado instalada en la empresa Harengus S.A., ubicada en 

el parque industrial pesquero de la ciudad de Puerto Madryn. El agua de cola 

fue recolectada luego del procesamiento de la materia prima consistente en 

desechos de merluza (Merluccius hubbsi y Macruronus magellanicus), 

mezclados con savorin (Seriolella porosa) y langostino (Pleoticus muellerí). El 

tratamiento preliminar realizado al agua de cola en el laboratorio se indica en 

Materiales y Métodos (cfr. 18.1, M&M).

3.1.1. Caracterización Fisicoquímica y Análisis Electroforetico 
del Agua de Cola
Los resultados de los análisis Asicoquimicos del agua de cola (cfr. 18.3, 

M&M) se presentan en la Tabla 7. Los valores determinados son comparables - 

considerando la variabilidad que presenta este producto- a los obtenidos por del 

Valle & Aguilera (1990).
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Tabla 7: Propiedades fisicoquímicas del agua de cola.

Ensayo Valores Determinados 
(g /IOOml de agua de cola)

Sólidos Totales 6,86 ± 0,04
Proteínas 6,06 ±0,03
Cenizas 0,99 ±0,01
Humedad 93,14 ±0,04

PH 6,74

Con el propósito de conocer el perfil proteico de la muestra de agua de 

cola completa (cfr. 18.2, M&M), así como el de la fracción soluble (FS) y el de 

la fracción insoluble (FI), se realizó una electroforesis desnaturalizante y 

reductora (cfr. 22.4, M&M) empleando el método de SDS-Tricina-PAGE de 

alta resolución (Pardo & Natalucci, 2002). Las proteínas fueron analizadas 

luego de ser Solubilizadas de dos formas diferentes (cfr. 18.4. M&M) 

empleando en un caso buffer de muestra clásico (BM) y en el otro urea 9 M 

(urea).
En la Figura 20 se observa que los perfiles proteicos obtenidos con los 

dos métodos de Solubilizacion fueron equivalentes tanto para la FI como para 

el agua de cola completa, por lo que se optó por utilizar siempre buffer de 
muestra tanto para Solubilizar las proteínas totales del agua de cola, las 

diferentes fracciones y los hidrolizados obtenidos posteriormente (3.1.2, R&D).

El análisis electroforético de las proteínas del agua de cola completa 

muestra que una gran parte corresponde a proteínas de alto peso molecular 

(>66 kDa), presentando además una importante fracción de aproximadamente 

40 kDa y, en menor proporción, proteínas de bajo peso molecular. La fracción 

soluble está compuesta sólo por las bandas de alto peso molecular, además de 

la de 40 kDa. En cambio la fracción insoluble se encuentra enriquecida en 3 

bandas de bajo peso molecular (< 14,4 kDa), además de aquellas observadas en 

el agua de cola total. Estas proteínas de bajo peso molecular estarían 

interactuando con las proteínas de mayor peso molecular para formar 
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agregados insolubles antes del proceso de Solubilizacion previo a la 

clcctroforesis.

Figura 20. SDS-Tricina-PAGE de las distintas fracciones de agua de cola.
Callel: Fracción Insoluble (FI) en BM, calle 2: FI en urea, calle 3: 
FS, calle 4: agua de cola completa en urea, calle 5: patrones de peso 
molecular y calle 6: agua de cola completa en BM.

Es de destacar una importante diferencia con lo detectado por del Valle 

& Aguilera (1991), donde la distribución de pesos moleculares de las proteínas 

solubles analizadas por exclusión molecular, muestra una menor proporción de 

proteínas de alto peso molecular (67 kDa), además de una elevada proporción 

de componentes en la región de 3 kDa.

3.1.2. Determinación del Grado de Hidrólisis de Proteínas de 
Agua de Cola y Análisis por SDS-PAGE de los Peptidos 
Obtenidos

Utilizando las proteínas de pescado contenidas en el agua de cola como 

sustrato se determinó el grado de hidrólisis (GH) producido por el extracto 

enzimático clarificado (philibertaína g) obtenido del látex de Philibertia 

gilliesii. El grado de hidrólisis obtenido a pH 9 fue comparado con el 
producido por alcalasa en las mismas condiciones -Figura 21- (cfr. 18.5, 

M&M).
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Como puede observarse en la Figura 21, la curva de progreso de 

reacción obtenida por las cisteín-proteasas presentes en el extracto de P. 

gilliesii mostró un perfil similar, aunque con un GH considerablemente más 

bajo que el correspondiente a alcalasa (proteasa microbiana serínica).

Figura 21. Grado de hidrólisis de philibertaína g sobre las proteínas de agua de cola.
Comparación con alcalasa.

Luego de 1 hora de reacción el GH fue alrededor de un 37 % respecto al 

obtenido con alcalasa, relación que se mantuvo prácticamente constante al 

cabo de 3 horas (GH de alcalasa 10,2 % y GH de philibertaína g 3,8 %).

Con el fin de realizar el análisis de los productos obtenidos se tomaron 

muestras a diferentes tiempos de hidrólisis y se realizaron las electroforesis de 

las mismas por SDS-Tricina-PAGE (cfr. 22.4, M&M). Con el fin de no perder 

péptidos de bajo peso molecular se cambió en este caso el porcentaje de 

monómeros del gel de resolución, respecto al utilizado en el análisis realizado a 

las distintas fracciones del agua de cola, lo que provocó la retención de una 

banda proteica en la interfase entre el gel espaciador y el gel de resolución.

Al realizar el análisis de los geles (Figura 22) se observa que los 

perfiles electroforéticos de los hidrolizados obtenidos con alcalasa y con 

philibertaína son notoriamente diferentes para grados de hidrólisis equivalentes 

(2 minutos para alcalasa y 10 minutos para philibertaína g), lo que seguramente
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Ie confiere propiedades funcionales diferenciales al producto de ambos 

tratamientos cnzimáticos.

Figura 22. Eiectroforesis de los IiidroIizados de proteína de pescado con alcalasa (A) y con 
philibertaína g (B). Para ambas electroforesis, carril 1: agua de cola sin hidrolizar;
Carril 2 y 7: marcadores de bajo peso molecular (97,4; 66,2; 45; 31; 21,4 y 14,4 kDa) 
y patrones peptídicos (26,6; 17; 14; 6,5 y 3,5 kDa), respectivamente, Carril 3 a 6 y 8: 
Iiidrolizados de la muestra a 2, 5, 10, 30 y 180 min de reacción

El agua de cola sin hidrolizar muestra en los geles de SDS-Tricina- 

PAGE 4 bandas dentro del gel espaciador, siendo las tres primeras más 

importantes en intensidad con un peso molecular mayor a IOO kDa y una de 

menor intensidad con 96,4 kDa. Luego le sigue una banda ancha e intensa en la 

interfase entre el gel espaciador y el gel de resolución de aproximadamente 

66,3 kDa. Dentro del gel de resolución se ve una banda de gran intensidad de 

40,9 kDa, debajo de ella tres bandas muy delgadas en la zona de entre 26 y 40 

kDa y 3 bandas tenues de 20,3; 15,4 y 8,7 kDa.
En la Figura 23 se muestra el densitograma obtenido del análisis del gel 

de electroforesis realizado con los hidrolizados a diferentes tiempos.

Luego de 2 minutos de tratamiento de las proteínas de agua de cola con 

alcalasa (GH 0,74 %) ya no son detectables las proteínas de mayor peso 

molecular, mientras que se manifiestan parcialmente degradadas las proteínas 

correspondientes a las bandas de 66,3 y 40,9 kDa y aparecen nuevas bandas de

Cynthia Sequeiros- 2006 137



Proteasas de Philibertia gilliesii - RESULTADOS Y DISCUSIÓN

27,1; 22; 16,6; 12 y 7,5 kDa. Después de 180 minutos de hidrólisis (GH 10,22 
%) se observan péptidos de bajo peso molecular.

Figura 23. Densitograma obtenido a partir de datos de las electroforesis anteriores.
Hidrolizados de proteínas de pescado con alcalasa e hidrolizados de proteínas de 
pescado con philibertaína. Los números sobre las bandas corresponden a los kDa 
calculados para cada polipéptido.

Luego de 2 minutos de hidrólisis de las mismas proteínas de agua de 

cola con philibertaína g (GH< 0,2 %) son degradadas notoriamente las 

proteínas de mayor PM (hasta 96,4 kDa), se mantiene prácticamente inalterada 

la de 66,3 kDa y comienza la degradación de la banda correspondiente a 40.9 

kDa. Aparecen dos nuevas bandas de 38,5 y 32 kDa, respectivamente y se 

intensifican las de menor peso molecular (< 21,5 kDa). Luego de 180 minutos 

de hidrólisis (GH 3,8 %) se observan mayormente péptidos de bajo PM y 

vestigios de la banda correspondiente a 66,3 kDa.

Cabe mencionar que las muestras hidrolizadas (con alcalasa y 

philibertaína g) y las utilizadas como blanco o sin hidrolizar (cfr. 18.5, M&M) 

presentaron un comportamiento funcional diferencial. Mientras las muestras 

“blanco” gelificaron a 4 oC, las hidrolizadas permanecieron líquidas a la 
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mencionada temperatura. Esta capacidad de formación de geles es debida al 

tratamiento térmico involucrado en el proceso de cocción de la materia prima 

durante la fabricación de harina de pescado.

En los sobrenadantes de las muestras hidrolizadas a los 180 min se 

utilizó la técnica de Bradford (q/r. 5.1, M&M) para determinar la concentración 

proteica remanente. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Concentración de proteínas en los sobrenadantes de la muestra 
blanco y los dos tipos de hidrolizados obtenidos.

Agua de Cola Proteínas μg∕ml

Sin tratamiento enzimático (blanco) 674 ±5

Hidrolizada con philibertaína g 163 ±4

Hidrolizada con alcalasa 86 ±7

Los valores obtenidos para la concentración de proteínas en cada 

muestra se correlacionan con la disminución de la cantidad de proteínas 

solubles que pueden observarse en las electroforesis a medida que transcurre el 

tiempo de hidrólisis (Figura 22) y también con la pérdida de la propiedad de los 

hidrolizados de gelificar a bajas temperaturas. La concentración de proteínas es 

uno de los factores más importantes que determinan las características finales 

de un gel, y la mayoría de las proteínas exhiben una concentración mínima por 

debajo de la cual no gelifican (Pilosof. 2000). Es necesario destacar que los 

valores de la Tabla 8 corresponden a las proteínas presentes en los 

sobrenadantes luego de cada tratamiento y. como hemos dicho, han sido 

determinadas por Bradford, en tanto que la concentración de "proteínas" del 

agua de cola completa (Tabla 7) corresponde a la determinación por Kjeldahl 

donde se mide el N total (proteico y no proteico).

3.2. Ensayos de Coagulación de Leche
Con el objeto de tener un conocimiento preliminar acerca de la 

posibilidad de que philibertaína g pueda ser útil como cuajo vegetal o -en su 

defecto- como aditivo en la elaboración de quesos se realizaron ensayos de 
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coagulación de leche bovina (cjr. 20, M&M) empleando esta preparación 

enzimática y comparándola con las de otras tres endopeptidasas aisladas en el 

LIPROVE. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 9 en la cual 

podemos observar que de las cuatro enzimas ensayadas a un mismo valor de 

actividad enzimática es philibertaína g la que presentó mayor actividad 

coagulante (1 CU); por su parte. Ia preparación obtenida del látex de Asclepias 

Jruticosa, una especie de la misma tribu (Asclepiadeae), prácticamente no tuvo 

actividad coagulante (0.04 CU). En cuanto a las preparaciones enzimáticas 

obtenidas a partir de frutos de especies pertenecientes a la familia 

Bromeliaceae, han mostrado una capacidad similar entre ellas. Balansaina tuvo 

0.41 CU en tanto que el valor obtenido para Hieronymaina fue de 0,29 CU.

Tabla 9. Capacidad coagulante de leche de cuatro endopeptidasas vegetales. ’Corregida 
por el factor de dilución.

Proteasa Asclepaina f Balansaina Hieronymaina Philibertaína g

Dilución del
Extracto 1/3 1/3 1/12 1/7

Ucas/g proteína 8,9 8,9 8,9 8,9(relación E/S)
Tiempo de 27,3 2,4 3,5 1,0Coagulación (min)
Unidades
Coagulantes 0,04 0,41 0,29 1,00

Si bien para producir quesos se usa habitualmente cuajo bovino, en los 
últimos años se ha intensificado la búsqueda de nuevos coagulantes de la leche. 

Esto es debido al interés por obtener nuevos sabores en estos productos y, en 

algunos países, a principios religiosos y culturales. En la Península Ibérica se 

utilizan proteasas aspárticas de origen vegetal en la producción de quesos con 

características organolépticas particulares (Tavaria et al., 1997; Femández- 

Salguero & Sanjuán, 1999; Silva & Malcata, 1999), alguna de las cuales han 

sido clonadas (Faro et al., 1999). Philibertaína g podría ser ensayada sobre 

leche bovina o, eventualmente, caprina y ovina para evaluar luego las 

características físicas y organolépticas del producto obtenido.
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3.3. Hidrolizados Parciales de Caseínas de Leche 
Vacuna
Para obtener hidrolizados parciales de caseínas bovinas (cfr. 19, M&M) 

que pudieran aportar cambios favorables en las propiedades funcionales de los 

productos resultantes y ser empleados en la industria de alimentos, se analizó la 

acción de philibertaína g sobre dichas proteínas lácteas.

La caseína está formada por cuatro fracciones proteicas principales: asi, 

o⅛2, β y k, las que fueron Iiidrolizadas parcialmente por las proteasas presentes 

en el extractivo generando un patrón polipeptídico característico para cada 

tiempo de hidrólisis.

3.3.1. Análisis por SDS-Tricina-PAGE de los Peptidos 
Obtenidos

Para analizar los productos de hidrólisis de las caseínas de la leche (cfr.

19.3, M&M) por acción del extracto enzimático de Philibertia gilliesii se 

utilizó SDS-Tricina -PAGE de alta resolución (cfr. 22.4. M&M).

Figura 24. SDS-Tricina-PAGE de alta resolución de los hidrolizados de caseínas 
por philibertaína g. Calle 1: caseinato bovino, calle 2: patrones peptídicos 
(26,6; 17; 14 y 6,5 kDa), calles 3-8: hidrolizados de las muestras a 5, 10. 
30, 60, 90 y 180 min, respectivamente y calle 9: patrones de bajo peso 
molecular (97,4; 66,2; 45; 31; 21,4 y 14,4 kD).

En la Figura 24 podemos observar los perfiles peptídicos obtenidos 

luego de la hidrólisis a diferentes tiempos.
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Luego de los 5 minutos de iniciada la reacción de hidrólisis puede verse 

que las cuatro fracciones de caseína fueron parcialmente degradadas, 

apareciendo dos grupos de bandas de gran intensidad (17,5-18 kDa y 13,5-15 

kDa), así como una serie de péptidos más pequeños (9,5; 6,5; 5 y 4 kDa).

A los 10 min la serie de péptidos de menor peso molecular se 

intensifican. A los 30 min la hidrólisis es casi completa, aunque aún pueden 

visualizarse las bandas de 9; 6,5; 5 y 4 kDa. A tiempos mayores la hidrólisis es 

prácticamente total.

En la Figura 25 se muestra el densitograma obtenido del análisis del gel 

de electroforesis realizado con los hidrolizados a diferentes tiempos.

■ !►

Figura 25. Densitograma obtenido a partir de datos de la electroforesis anterior.
Hidrolizado de caseínas bovina con extracto clarificado de Philibertia 
gilliesii.
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Los resultados obtenidos podrían ser útiles en diferentes aplicaciones 

que poseen los hidrolizados parciales de caseínas. Sabemos que la hidrólisis 

parcial de las proteínas cambia sus propiedades químicas, físicas, biológicas e 

inmunológicas. Una de las características de los hidrolizados es su alta 

absorción a nivel gastrointestinal en relación a la proteína completa, por lo que 

pueden utilizarse en dietas para pacientes con mala función gastrointestinal por 

reducción del área de absorción o por una capacidad digestiva reducida, en 

nutrición deportiva y para el control de peso (Frokjaer, 1994; Steinke et al., 

1992). Además, los hidrolizados proteicos con un adecuado grado de hidrólisis 

son útiles en el control de varios tipos de alergias alimenticias (Cordle, 1994), 

entre ellas la provocada por las caseínas de la leche, ya que al producirse la 

hidrólisis parcial desaparecen epitopes para IgF. dando lugar a un producto de 

alto valor nutricional e hipoalergénico (Benot López, 2000).
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4. PURIFICACION DF ENDOPEPTIDASAS A 
PARTIR DE PHILIBERTAÍNA G

4.1. Precipitación Acetonica Fraccionada
Como primer paso de purificación de las endopeptidasas presentes en el 

extractivo enzimático proveniente del látex de Philibertia gilliesii (philibertaína 

g) se realizó una precipitación acetónica fraccionada (cfr. 21.1, M&M), cuyos 

resultados se grafican en la Figura 26. En ella puede observarse que al agregar 

0,5 volúmenes de acetona precipitó un 20 % de las proteínas presentes, las que 

retuvieron apenas un 4,5 % de la actividad Caseinolitica inicial. Por 

Isoelectroenfoque pudo comprobarse que en esta etapa precipitan proteínas con 

diferentes valores de pl, aunque el mayor porcentaje de las mismas pertenecen 

a la zona correspondiente a valores de pl entre 8 y 9 (datos no mostrados). En 

cuanto a la recuperación de la actividad enzimática el valor máximo se obtiene 

empleando 3 volúmenes de acetona.

Figura 26. Precipitación acetónica fraccionada de philibertaína g.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se optó por obtener la 

preparación enzimática parcialmente purificada (PEPP) mediante una primera 

precipitación de philibertaína g con medio volumen de acetona y una segunda 
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precipitación del sobrenadante obtenido empleando 3 volúmenes de acetona 

fría (- 20 °C). Este paso de purificación, además de permitir reducir la cantidad 

de proteínas inactivas, facilita la clarificación total de la preparación 

enzimática, obteniéndose una muestra adecuada para la purificación 

cromatográfíca por FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) y fue la 

muestra utilizada en todas las separaciones Cromatograficas realizadas a partir 

de esta etapa.

4.2. Cromatografía de Intercambio Iónico
La estrategia de purificación de las endopeptidasas presentes en la 

PEPP proveniente del látex de Philibertia gilliesii se planificó en base a los 

resultados arrojados por isoelectroenfoque-zimograma. El perfil proteico 

obtenido fríe prácticamente igual al mostrado en la Figura 19 A, revelando la 

presencia de al menos 7 fracciones proteicas de distinto pi. Dos de las 

fracciones presentan pl ácido y carecen de actividad proteolítica, aparecen 

fracciones minoritarias de pl cercano a la neutralidad que tampoco presentan 

actividad y se detectan al menos cuatro fracciones en la zona alcalina con 

intensa actividad proteolítica. Al realizar un IEF-zimograma en el rango de alto 

pl (cfr. 2.3.11.3, Figura 19 B) se detectó que de estas últimas 4 fracciones con 

actividad proteolítica la de pl más bajo posee un valor comprendido entre 8,5 y 

9. Ia segunda posee un valor de pl entre 9 y 9.3, la tercera se encuentra en la 

zona de pl de 9,3 a 10,25 y la última muestra un pl> 10,25. Con el objetivo de 

eliminar las fracciones ácidas e intentar la separación de las bandas alcalinas se 

seleccionó la cromatografía de intercambio catiónico como primer paso de 

purificación. Es de destacar que nos encontramos frente a una muestra 

inusualmente compleja considerando lo reportado en la bibliografía existente, 

incluyendo las diferentes proteasas de látex previamente estudiadas en el 

LIPROVE.

4.2.1. Selección de los Parámetros Cromatográficos
Dada la cercanía de los valores de pl de las fracciones activas 

visualizadas por IEF-zimograma, se realizaron una serie de cromatografías 
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tratando de optimizar la resolución de la técnica por medio del manejo de dos 

variables principales: el pH de corrida y el rango del gradiente salino.

Mediante una cromatografía de intercambio catiónico, empleando como 

relleno SP-Sepharosa Fast Flow equilibrada con buffer Tris-HCl 50 mM de pH 

7,95 se inició la puesta a punto de la técnica (cfr. 21.2.1.1, M&M). Luego de 

sembrada la muestra se realizó un lavado con el buffer de partida para eliminar 

las proteínas no retenidas. Las proteínas retenidas fueron eluidas con un 

gradiente lineal de NaCl en el mismo buffer. En la primera etapa se varió la 

pendiente del gradiente, como se muestra en las Figuras 27 a 29.

Figura 27. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Tris-HCl pH 7,95; 
gradiente de cloruro de sodio 0,0-1,0 M.

En el primer Cromatograma (Figura 27) se observa la elución de una 

importante fracción no retenida prácticamente sin actividad Caseinolitica 

durante el lavado. La presencia de una mezcla de proteínas proteolíticamente 

activas sólo se insinúa por la formación de hombros en las curvas de proteínas 

(absorbancia a 280 nm) y de actividad.
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El segundo Cromatograma (Figura 28) ya permite distinguir cinco 

fracciones con actividad proteolítica, número que se incrementa en el tercero de 

ellos (Figura 29).

Figura 29. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Tris-HCl pH 7,95; gradiente 
de cloruro de sodio 0,l-0,7M.
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Puede observarse claramente que a medida que se fue estrechando el 

gradiente salino (cfr. 21.2.1.2, M&M) se logró una mayor separación de los 

componentes de la mezcla en las sucesivas cromatografías.

Ante estos resultados y para lograr una mejor separación de los 

componentes activos de la muestra, se decidió realizar las cromatografías 

variando el pH en una unidad hacia valores más alcalinos (cfr. 21.2.1.3, M&M) 

con lo que se pudieron eluir más fácilmente las proteínas alcalinas dado que se 

encontraban más cerca de su pl.

El primer Cromatograma de esta serie (no mostrado) se realizó 

empleando el mismo gradiente salino (0,1 - 0,7 M) para no modificar dos 

variables al mismo tiempo. La mejor resolución lograda con el buffer Tris-HCl 

50 mM de pH 8.95 se muestra en la Figura 30; en dicha corrida se utilizó un 

programa que incluyó una primera etapa de elución isocrática con NaCl 0,1 M 

y una segunda consistente en un gradiente lineal de NaCl de 0,1 a 0,4 M.

Figura 30. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Tris-HCl pH 8,95; 
elución isocrática con 0,1 M de NaCl y gradiente lineal de cloruro de 
sodio 0,l-0,4M.
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Si bien se mejoró significativamente la resolución con el mencionado 

cambio de pl L el inconveniente observado con este sistema buffer (Tris-HCl 50 

mM de pH 8,95) fue que al estar en el límite de su poder amortiguador el 

tiempo invertido en equilibrar la columna resultó muy extenso e implicó 

además un excesivo consumo de reactivos. Con el fin de superar este 

inconveniente se seleccionó como sistema buffer Glicina-NaOH 50 mM de pH 

8,95 (cfr. 21.2.1.4, M&M). Para comprobar si la variación de las especies del 

buffer producían alguna modificación en el perfil cromatográfico se realizó una 

nueva corrida con el nuevo buffer, pero manteniendo las mismas condiciones 

de gradiente y velocidad que las utilizadas para obtener el Cromatograma de la 

Figura 30.

Como puede observarse en la Figura 31, el grado de conservación del 

perfil proteico fue bueno, por lo que mediante cambios sucesivos en la 

velocidad de flujo, el valor de pH y el gradiente de elución se pudo mejorar la 

separación de los componentes de esta muestra tan compleja. Las Figuras 32 a 

34 ejemplifican algunas de las etapas del proceso (c/r. 21.2.1.5. M&M).

Figura 31. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Glicina-NaOH pH 8,95; 
elución ¡socrática con 0,1 M de NaCl y gradiente lineal de cloruro de sodio 0,1- 
0,4M.
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Figura 32. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Glicina-NaOH pH 8,95; 
elución isocrática con 0,1 M de NaCI al doble de velocidad de flujo y 
gradiente variable de cloruro de sodio entre 0,l-0,4M.

Figura 33. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Glicina-NaOH pH 8,64 y 
gradiente variable entre 0,1 y 0,4M.
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4.2.2. Condiciones Cromatograficas Seleccionadas para la 
Purificación

Figura 34. Cromatografía de intercambio catiónico. Buffer Glicina-NaOH pH 8,64 y 
gradiente variable 0,1-0,4M.

El Cromatograma correspondiente a la mejor resolución lograda con 

este sistema se representa en la Figura 34. La elución de las diferentes 

fracciones se obtuvo aplicando un programa que incluyó seis condiciones 

diferentes de fuerza iónica (cfr. 21.2.1.5, M&M). El primer paso consistió en 

un lavado isocrático con NaCl 0,035 M. Luego se aplicó un gradiente de NaCl 

de 0.035 a 0,1 M, que permitió separar cuatro fracciones, de las cuales las dos 

con mayor concentración de proteínas presentaron actividad proteolítica. A 

continuación se aplicó un gradiente muy corto de 0,1 a 0,17 M de NaCl, 

seguido de una etapa isocrática con 0,17 M de NaCl; en este último paso 

eluyeron dos fracciones proteicas con actividad caseinolítica. Para finalizar, 

luego de un pequeño gradiente de 0,17 a 0,20 M, se cambió la pendiente (NaCl 

0,20 a 0.35 M) y eluyó la fracción de mayor punto isoeléctrico que presentó 

interesante actividad proteolítica y buena actividad específica.

La fracción no retenida prácticamente no presentó actividad proteolítica 

en ninguna de las condiciones probadas.
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El perfil proteico obtenido (Figura 34) muestra las cinco fracciones ya 

mencionadas, las aue noseen inmortante actividad Caseinolitica v aue fueron ' Λ * -1 W Jl
denominadas I, II, III, IV y V. Las fracciones I y II eluyeron con el primer 

gradiente de NaCl. La fracción III se observa en el Cromatograma como un 

pico ancho conteniendo un pequeño hombro, Io que estaría indicando la 

presencia de más de una proteína. Por su parte, las fracciones III y IV no se 

separan completamente a pesar de ser eluidas isocráticamente (0,17 M NaCl). 

La fracción más básica con actividad proteolítica (pico V) es eluida a una 

concentración de NaCl cercana a 0,3 M.

4.2.2.1. Análisis electroforético de las diferentes fracciones 
Cromatograficas

La fracción no retenida y cada uno de los picos activos obtenidos de la 

cromatografía de intercambio catiónico fueron evaluados por electroforesis 

reductora y desnaturalizante (c/r. 22.3, M&M). El correspondiente

electroforetograma se muestra en la Figura 35.

Figura 35. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por intercambio catiónico. Calles 1 
y 4: patrones de bajo peso molecular (97,4; 66,2; 45,0; 31,0; 21,5 y 14,4 kDa), 
calle 2: PEPP, calle 3: fracción no retenida, calle 5: fracción I, calle 6: fracción 
II, calle 7: fracción III, calle 8: patrones de amplio rango de peso molecular 
(220, 120, 100, 55, 38, 29, 20 y 7 kDa), calle 9: fracción IV calle 10: muestra sin 
interés y calle 11: fracción V.
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Podemos observar que la preparación enzimática parcialmente 

purificada (Figura 35, calle 2) conserva un perfil proteico equivalente al del 

extracto clarificado (cfr. 1.3.1, Figura 1, R&D), con 5 bandas proteicas 

principales de peso molecular 65,5; 44,0; 37.6; 26.7; ca. 14 kDa, y péptidos 

menores a 14 kDa. La fracción no retenida (Figura 35, calle 3) se encuentra en 

menor concentración αue la PEPP v conserva narte del Derfil Droteico de la 

misma, aunque fuertemente enriquecida en la banda de 37,6 kDa; es importante 

destacar que esta banda no se observa en ninguna de las restantes fracciones 

separadas por cromatografía y se comprobó por IEF (Figura 36, calle 2) que se 

trata de la proteína ácida presente en la PEPP.

Las fracciones I, II y III (Figura 35, calles 5, 6 y 7) tienen perfiles muy 

similares teniendo intensificadas diferentes bandas de acuerdo a la fracción 

analizada. Es interesante remarcar que las bandas de más alto peso molecular 

(65.5 y 44.0) eluyen constantemente a lo largo de la columna desde el no 

retenido hasta la fracción III y que recién en la fracción IV (Figura 35, calle 9) 

se observa la desaparición de estas proteínas de mayor peso molecular.

La única fracción que resultó homogénea por SDS-PAGE fue la 
recolectada en la fracción V (Figura 33, calle 11), a la que denominamos 

philibertaína g I.

Debemos destacar que en todas las fracciones analizadas (I a V) 

provenientes del Cromatograma presentado en la Figura 34, hay una banda 

mayoritaria cuyo peso molecular se corresponde con el de las proteasas 

cisteínicas vegetales (ca. 25 kDa).

4.2.2.2. Análisis por IEF de las diferentes fracciones
El análisis por Isoelectroenfoque (c/r. 24, M&M) revela que en la 

fracción no retenida obtenida por cromatografía de intercambio catiónico eluye 

la proteína ácida de pl de 4,6 presente en la preparación enzimática 

parcialmente purificada de Philibertia gilliesii (PEPP), junto a una pequeña 

cantidad de proteínas de muy alto pl que migran al electrodo.
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Figura 36. IEF de algunas fracciones obtenidas por intercambio catiónico.
Calle 1 y 4: patrones de pl, calle 2: fracción no retenida, calle 3: 
PEPP y calle 5: fracción V.

El isoelectroenfoque de la fracción V muestra una única banda proteica 

que migra al electrodo negativo con un pl mayor a 9,3.

4.2.23. Esquema de Purificación de PhiIibertaína g I
El esquema de purificación de philibertaína g I es mostrado en la Tabla 

10. La DreDaracion enzimática Darcialmente Durificada obtenida del látex de AA A A
frutos de Philibertia gilliesii retuvo el 95,4 % de su actividad proteolítica 

inicial v el 80 % del contenido de Droteinas. El valor menor a 1 del factor de ν' Λ.
purificación (0,77 veces) que presenta philibertaína g I puede explicarse pues 

esta enzima es una fracción minoritaria entre las diferentes fracciones activas y 

presenta una actividad específica menor que la actividad específica total dada 

por el conjunto de las fracciones que restan purificar. Por su parte el valor de 

recuperación no es bajo dada la cantidad de fracciones proteolíticamente 
activas αue Dosee el extracto enzimático de Dartida. de las cuales hemos AA A '
purificado una fracción minoritaria. Nuestro interés en caracterizar esta 

fracción es que se trata de la peptidasa con el valor de pl más alcalino (superior 

a 10,25), valor poco frecuente en proteínas.
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Tabla 10. Purificación de nhilibertaína b T a nartir del látex de Philihertia eilliesii.> O ■ O

Etapas de

Purificación
Actividad

(Ucas)

Proteínas

(mg)

Actividad

Específica
(UcasZmg)

Purificación

(n-veces)

Recuperación

(%)

Extracto clarificado 25,02 3,66 6,84 1,00 100,0

PEPP 23,86 2,96 8,06 1,18 95,4

Philibertaina g I 1,26 0,24 5,28 0,77 5,0

4.3. Caracterización de Philibertaína g I
Para nombrar la nueva endopeptidasa purificada del látex de Philibertia 

gilliesii, nhilibertaína g I, se ha seguido el criterio de Greenberg & Winnick 

(1940) quienes recomiendan utilizar la terminación “ain” para las nuevas 

enzimas de origen vegetal habiéndose tenido en cuenta además la nomenclatura 

usual para proteasas provenientes de látex de la tribu Asclepiadeae (Priolo et 

al., 2000).

Una de las características de la enzima purificada es su elevado carácter 

básico, propiedad que es observada en otras proteasas aisladas de látex como 

por ejemplo morrenaínas b I y b II, ambas con un valor de pl mayor a 9,3, 

purificadas del látex de Morrenia brachystephana (Arribére et al., 1998; Vairo 

Cavalli et al., 2003); morrenaína o II (pl> 9,3) del de Morrenia odorata (Vairo 

Cavalli et al., 2001); araujafna h III (pl > 10,25) del de Araujia hortorum 

(Priolo et al., 2000; Obregón et al., 2001); asclepaína f (pl > 9,3) del de 

Asclepias fruticosa L. (Trejo et al., 2001); proceraína (pl 9,32) del de 

Calotropis procera (Kumar Dubey & Jagannadham, 2003); asclepaína c I (pl> 

9.3) del de Asclepias Curassaviea L. (Liggieri et al., 2004) y funastraína c II (pl 

> 9,3) del de Funastrum clausum (Morcelle et al., 2004). Todas las enzimas 
mencionadas fueron obtenidas a partir del látex de especies pertenecientes a la 

tribu Asclepiadeae.
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4.3.1. Determinación de la Masa Molecular
La masa molecular de philibertaína g I fue de 25,6 kDa (Figura 37, A) 

estimada por la técnica electroforética de SDS-PAGE (cfr. 22.3, M&M), 

mientras que el valor obtenido mediante la técnica de espectrometría de masas 

(MALDI-TOF) foe de 23.530 Da (Figura 37. B). Esta última técnica (cfr. 29, 

M&M) no sólo permitió determinar con exactitud la masa de la enzima, sino 

que confirmó la pureza de philibertaína g I.

Figura 37. A) SDS-PAGE de philibertaína g I. Calle 1: natrones de peso molecular, calle 
2: philibertaína g L B) Espectro de masas de philibertaína g I (MALDT-TOF).

4.3.2. Determinación de la Secuencia del Péptido N-terminal
Se determinaron 23 residuos aminoacídicos de la secuencia N-terminal 

de philibertaína g T utilizando el método de Edman (cfr. 30, M&M). La 
secuencia obtenida fue alineada con la de otras proteasas cisteínicas, mostrando 

más del 50 % de identidad con veinte peptidasas cisteínicas vegetales, tal como 

se muestra en la Tabla 11.

Philibertaína g I mostró un alto grado de identidad (73 %) con la 

proteinasa omega, una de las Cisteinproteasas presentes en el látex de Carica 

papaya (Caricaceae) y con proteasas presentes en Arabidopsis thaliana. Zinnia 

ele cans. Daucus carota v Brassica nanus.O ' ∙f ^
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Tabla 11. Determinación del grado de identidad de Ia secuencia N-terminal de 
philibertaína g I con las de otras endopeptidasas Cisteinicas vegetales. Los 
residuos idénticos hallados para cada proteasa con respecto a philibertaína g I 
están remarcados en color verde.

Comparando la secuencia N-terminal de la enzima purificada con las de 

las proteasas pertenecientes a la misma familia (Apocynaceae) se obtuvieron 
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Proteasa o Secuencia N-terminal Referencias Identidad
especie vegetal (%)

Philibertaina g I Sequeiros et al., 2005 100

Papaya proteinasa omega Revelleta/., 1993 73

Arabidopsis thaliana Sato et al., 2000 73

Zinnia elegans Demura et al., 2002 73

Daucus carota Sakuta et al., 2001 73

Brassica napus Wan et al., 2002 73

Asclepaina c I Liggieri et al., 2004 69

Daucus carota Mitsuhashi et al., 2004 69

Vigna mungo Akasofoeta/., 1990 69

Ricinus communis Schmideta/., 1998 69

Araujiaina h III ¡ Obregón et a/., 2001 69

Papaya proteinasa IV Tayloreta/., 1995 68

Asclepaina f Trejo et al., 2001 66

Araujiaina h II Obregón et al., 2001 65

Trifolium repens Asp et al., 2004 65

Medicago truncatula Liu et al., 2003 65

Funastraina c II Morcelle et al., 2004 65

Astragalus sinicus Naito et al., 2000 60

Morrenaina b II Vairo Cavalli et al., 2001 60

Ervatamina b Biswas et al., 2003 60

Ervatamina c Sundd et al., 1998 57

Morrenaina b I Vairo Cavalli et al., 2003 56
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los siguientes valores de identidad: asclepaína c I y araujaína h III (69 %), 

asclepaína f (66 %), araujaína h II y Funastraina c II (65 %), morrenaína b II y 

ervatamina b (60 %), ervatamina c (57 %) y morrenaína b I (56 %). Se 

encontraron algunas secuencias altamente conservadas como el residuo “P” en 

la posición 2 que está presente en todas las secuencias analizadas, el motivo 

VDWR que se encuentra en un 80 % de los casos y el motivo OG que está 

ausente solamente en ervatamina b.

La posición 19 de la secuencia N-terminal de philibertaína g I está 

ocupada por un residuo de Gln, el que participa en la catálisis de la hidrólisis de 

la unión peptídica estabilizando al oxianión del intermediario tetraédrico 

(Barret et al., 2004). El residuo de Cys en la posición 22, conservado en casi 

todas las secuencias comparadas, generalmente se encuentra formando un 

puente disulfuro con un residuo de Cys más interno, lo que ayuda a estabilizar 
Io ^qfrmrfiirci friHímmcirvnal Hp la Pnzirriq
IV» v□ll VJVVV4l V*. K IvilllivnuiVllViJ VIV IVJ X√ XJLtuX JL n vi.

4.3.3. Efecto de la Concentración Salina sobre la Actividad 
Enzimática

El extracto clarificado de Philibertia gilliesii -philibertaína g- presentó 

una actividad residual del 85,2 % en presencia de NaCl 0,3 M, como se mostró 

en la Tabla 5 (cfr. 2.3.9, R&D), en tanto que la fracción purificada 

-Dhilibertaina u I- Dresento una actividad residual del 50 % en las mismas x v- x
condiciones, lo que demuestra una mayor sensibilidad a esta sal. El valor de la 
concentración salina utilizado en este ensayo es el mismo que el que está 

presente al ser eluída la enzima en la cromatografía de intercambio iónico, lo 

que obliga a desalar la fracción purificada (cfr. 27, M&M) si se desea lograr su 

máxima actividad luego de la elución.

4.3.4. Perfil de pH
4.3.4.I. Utilizando caseína como sustrato

En la Figura 38 se muestra el perfil de pH de la enzima purificada 

actuando sobre caseína como sustrato natural (cfr. 6.1, M&M).
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Puede observarse que el pH óptimo fue de aproximadamente 7,6, 

conservando más del 80 % de su actividad máxima en el rango de pH 6,7 a 8.7 

y al menos el 50 % de dicha actividad entre los valores de pH 6,1 y 9,8.

Los datos obtenidos nos confirman que philibertaína g I contribuye al 

primer pico del perfil de pH obtenido para el extracto clarificado de Philibertia 

gilliesii, el cual presentó dos máximos tal como se observa en la Figura 13 (c/r. 

2.3.6.1).

Figura 38. Perfil de pH sobre Ia actividad proteolítica de philibertaína g I 
cor. caseína como sustrato.

4.3.4.2. Utilizando PFLNA como sustrato

El perfil de pH de philibertaína g I frente al sustrato sintético PFLNA

(cfr. 7.2. M&M) está reoresentado en la Fieura 39.x u ' s a. '
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PH
Figura 39. Perfil de pH sobre Ia actividad amidolítica de

Ohilibertafna g 1 con PFLNA como sustrato.

Frente a este sustrato el pH óptimo fue de 6,8, con más del 80 % de su 

actividad máxima en el rango de pH 5.8 a 7.8 y al menos el 50 % de la 

mencionada actividad entre los valores de pH 5,2 y 8,6.

Fl pH óptimo sobre PFLNA es muy cercano a aquéllos obtenidos para 

otras proteasas tales como papaína, bromelaína y funastraína c II (Filippova et 

al.. 1984: Morcelle et al.. 2004b).

4.3.4.3. Determinación de parámetros cinéticos sobre el sustrato 
sintético PFLNA

El sustrato cromogénico PFLNA, específico para proteasas de la familia 

de la papaína (Filippova et al.. 1984), fue empleado para determinar la 

constante de Michaelis de philibertaína g I {cfr. 7.2, M&M).

A partir de la medición de las velocidades iniciales (V∩) de la reacción 
de hidrólisis para diferentes concentraciones de PFLNA y utilizando el 

programa SigmaPlot v8.0 se realizaron los cálculos de regresión no lineal de 

acuerdo al modelo de Michaelis-Menten que permitió obtener las constantes 

cinéticas de philibertaína g I.

Cynthia Sequeiros- 2006 160



Proteasas de Philibertia gilliesii - RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Figura 40. Velocidad inicial versus concentración de sustrato de Ia hidrólisis enzimática 
de PEI NA por philibertaína g I.

En la Figura 40 se observan los valores de la velocidad inicial de 

hidrólisis a diferentes concentraciones de PFLNA. Los valores de los 

parámetros calculados para dicho sustrato fueron: Km = 0,15 +/- 0,01 mM y 

Vmax = 0,0086 +/- 0,0003 umol/min.

El valor de Km hallado para philibertaína g I fue comparado con los 

obtenidos por Filippova et al. (1984) para papaína, fícina y bromelaína (0,34 

mM; 0,43 mM y 0,3 mM, respectivamente) resultando ser prácticamente la 

mitad de estos valores, por lo que su afinidad por PFLNA es dos veces mayor.

43.4.4. Efecto de inhibidores
La Tabla 12 muestra la actividad residual de la enzima purificada, 

empleando PFLNA como sustrato, luego de ser inhibida (cfr. 10.2, M&M) con 

los siguientes inhibidores específicos de grupo: E-64 (inhibidor de proteasas 

cisteínicas), pepstatina A (inhibidor de proteasas aspárticas), 1,10-fenantrolina 

(inhibidor de metaloproteinasas) y PMSF (inhibidor proteasas serínicas).
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Tabla 12. Efecto de inhibidores específicos de clase sobre Ia actividad 
amidolítica de Ohillibertaina g I.

Inhibidores Concentración Actividad Residual (%)

Control - 100,0

PMSF 1 mM 95,0

E-64 100 μM 0,0

Pepstatina A 1 μM 95,0

1,10-fenan trotina 10 mM 93,3

La actividad enzimática fue completamente inhibida por E-64, 

confirmando que philibertaína g I pertenece al grupo catalítico de las 

endopeptidasas cisteínicas, lo que caracteriza a todas las proteasas purificadas 

hasta el momento a partir del látex de especies pertenecientes a la tribu 

Asclepiadeae.

4.4. Purificación de Philibertaína g II
Luego de realizar el análisis de los perfiles electroforéticos obtenidos 

por SDS-PAGE de las fracciones separadas por cromatografía de intercambio 

catiónico, observamos que en las fracciones I a III coeluyen junto a la banda 

principal -de peso molecular esperado para proteasas cisteínicas (ca. 25 KDa)- 

polipéptidos de mayor y menor peso molecular. La fracción IV sólo contiene la 

banda principal de ca. 25 KDa junto a polipéptidos de menor PM y, como ya 

ha sido mencionado, sólo la fracción V está constituida por una proteína pura 

con actividad endopeptidásica a la que denominamos philibertaína g I y hemos 

caracterizado bioquímica y estructuralmente (cfr. 4.3).

El análisis anterior nos permite plantear la hipótesis de la existencia de 

fuertes interacciones inespecíficas entre las proteínas presentes en la muestra 

sembrada, las que van desapareciendo al incrementarse la fuerza iónica a lo 

largo de la cromatografía. Este tipo de interacciones no han sido halladas 

descriptas en la bibliografía, ni habían sido observadas previamente en nuestro 
1 α¼r⅜r,QfJClUvi Viivi iv.
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Con el fin de separar por tamaño los constituyentes de la muestra que 

fuera analizada por cromatografía de intercambio catiónico (PEPP) se recurrió 

a la cromatografía de exclusión molecular, técnica que permite aislar 

componentes de diferente masa gracias al mayor retardo de las moléculas más 

pequeñas dentro del gel.

4.4.1. Cromatografía de Exclusión Molecular a Baja Fuerza 
Iónica

La PEPP, inhibida con tetrationato de sodio, fue filtrada y luego 

sembrada en una columna rellena con Sephacryl S-IOO (cfr. 21.3, M&M). El 

Cromatograma obtenido se muestra en la Figura 41.

Figura 41. Cromatografía de exclusión molecular. Sephacryl S-100. Buffer
Gly-NaOH 50 mM pH 8,6, conteniendo tetrationato de sodio 
5mM.

Al analizar el Cromatograma obtenido vemos que, aunque presenta dos 

zonas con mayor actividad proteolítica (picos 2 y 5) se observa una salida 

continua de proteína activa a lo largo de todo el Cromatograma, desde la zona 

correspondiente a los mayores valores de PM hasta la que corresponde a los 

valores más bajos. Para conocer la composición polipeptídica de los eluatos se 

los dividió en seis fracciones, las que fueron analizadas por electroforesis.
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4.4.I.I. Análisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas
Se realizó una electroforesis desnaturalizante y reductora en geles de 

Poliacrilamida {cfr. 22.3, M&M) de las seis fracciones antes mencionadas. La 

Figura 42 muestra los resultados obtenidos.

Figura 42. SDS-PAGE de las fracciones recolectadas en Ia 
cromatografía de exclusión molecular. Calle 1: PEPP, 
calles 2, 7 y 8: patrones de bajo peso molecular (97,4; 66,2; 
45,0; 31,0; 21,5 y 14,4 kDa), calle 3: fracción 1, calle 4: 
fracción 2, calle 5: fracción 3, calle 6: fracción 4, calle 9: 
fracción 5 y calle 10: fracción 6.

Como puede observarse en la Figura 42, el perfil proteico de la fracción 

1, que corresponde al primer pico con elevada concentración proteica, está 

fuertemente enriquecido por bandas de pesos moleculares cercanos a 37 kDa, 

en menor medida aparecen dos bandas de 25 y 26 kDa y luego polipéptidos de 

entre 20 y 14 kDa. La fracción 2 sigue presentando las bandas de mayor 

intensidad de PM cercano a 37 kDa, aunque aparece una banda notoria de 

aproximadamente 44 kDa, además de una banda tenue de 28 kDa que luego se 

observa en las restantes fracciones; desaparecen las bandas de 26 y 25 kDa y se 

observan algunos polipéptidos de menor PM en baja concentración. El perfil de 

la fracción 3 cambia considerablemente, estando formado por bandas nuevas 

de pesos moleculares cercanos a 66 kDa, 40 kDa y 14 kDa y se mantienen una 

banda delgada de 37 kDa y una tenue de 28 kDa. Los perfiles de las fracciones 

4, 5 y 6 son similares entre ellos y constan fundamentalmente de 3 bandas de 

66, 37 y 28 kDa cada una.
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Considerando que en la primera fracción debían eluir las proteínas de 
mayor tamaño, que en casi todas las fracciones eluyen proteínas de 66 kDa 

junto a proteínas de 37, 28 y 14 kDa -cuando debían aparecer proteínas de PM 

decreciente en cada una de las fracciones- y teniendo en cuenta el análisis 

realizado por SDS-PAGE (cfr. 4.2.2.1, Figura 35) de las fracciones 

recolectadas en la cromatografía de intercambio iónico, resulta reforzada la 

hipótesis de la existencia de una importante interacción inespecífica entre las 

proteínas presentes dentro de la preparación enzimática parcialmente 

purificada.

En base a los resultados expuestos se decidió realizar una segunda 

cromatografía de exclusión, empleando la misma muestra aunque disuelta en 

buffer conteniendo NaCl 0,3 M y manteniendo la concentración salina 

constante a lo largo de toda la corrida.

4.4.2. Cromatografía de Exclusión Molecular con NaCl 0,3 M
La muestra (PEPP) fue preparada empleando la misma cantidad de 

philibertaína g e idéntico procedimiento que el empleado para preparar la de la 

cromatografía del ítem 4.4.1, aunque conteniendo 0,3 M de NaCl en el buffer 

{cfr. 21.3.2, M&M). El aspecto transparente de dicha muestra fue muy 

diferente al obtenido con baja fuerza iónica y el aumento en la absorbancia a 

280 nm observado durante la corrida cromatográfíca se corresponde con la 

mejor Solubilizacion de proteínas en estas condiciones, lo que redundó en un 
aumento en la cantidad total de proteínas solubles en la muestra sembrada y en 

un notable incremento en la actividad enzimática, como se observa en la Figura 

43.
El análisis del Cromatograma en las nuevas condiciones de fuerza iónica 

nos muestra un cambio importante en el perfil de proteico. Por su parte, el 

cambio en el perfil de actividad Caseinolitica es notable ya que en este último 

caso la actividad enzimática se concentra casi completamente en dos picos 

cercanos, a diferencia del Cromatograma anterior donde hallamos actividad 

enzimática a lo largo de toda la corrida cromatográfíca.
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Figura 43. Cromatografía de exclusión molecular con 0,3 M NaCI. Sephacryl S-100. 
equilibrada y corrida con buffer Gly-NaOH 50 mM pH 8,6 conteniendo tetrationato de 
sodio 5mM y NaCl 0,3 M.

Al igual que en 4.4.1, se dividieron los eluatos en siete fracciones con el 

objeto de conocer su composición polipeptídica por medio de electroforesis.

4.4.2.1. Análisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas
El análisis de cada una de las fracciones recolectadas a la salida de la 

cromatografía se realizó mediante electroforesis reductora y desnaturalizante 

en geles de poliacrilamida (cfr. 22.3, M&M).

Los resultados presentados en la Figura 44 revelan que en este caso en la 

primera fracción recolectada (fracción 1) se concentra la banda de 66 kDa, sin 

la presencia de bandas de bajo peso molecular. En la siguiente fracción 

(fracción 2) hay una pequeña proporción del polipéptido de 66 kDa y aparece 

una banda de 37 kDa. En la fracción 3 permanece la banda de 37 kDa y 

aparecen dos bandas nuevas, una de 44 kDa y otra ancha de gran intensidad de 

aproximadamente 28 kDa, calculados en el centro de la banda. La fracción 4 

pertenece al hombro del tercer pico del Cromatograma y presenta la banda de 

28 kDa de gran intensidad, presente en la fracción anterior, aunque aparecen 
varias bandas intensas de menor tamaño, una bien definida debajo de la 

anterior y una serie de bandas de peso molecular menor a 19 kDa.
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Figura 44. SDS-Page de las fracciones recolectadas de la cromatografía de 
exclusión molecular con 0,3 M NaCl. Calle 1: PEPP, calles 2, 7, 9 y 11: 
patrones de bajo peso molecular (97,4; 66,2; 45,0; 31,0; 21,5 y 14,4 kDa), 
calle 3: fracción 1, calle 4: fracción 2, calle 5: fracción 3, calle 6: fracción 
4, calle 8: fracción 5, calles 10 y 12: fracción 6 y calle 13: fracción 7.

La fracción 5 está constituida por un único polipéptido importante de 

27.5 kDa, acompañado por algunas bandas tenues de bajo PM; esta fracción es 

parte del segundo pico con actividad Caseinolitica. La fracción 6 también está 

constituida por un único polipéptido que forma una ancha banda por su elevada 
concentración, con una muy pequeña impureza de menor PM; esta fracción 

corresponde a la zona de mayor actividad enzimática del segundo pico de 

actividad. Por su parte, la fracción 7 se muestra homogénea conteniendo un 

polipéptido de 26.5 kDa.
Si comparamos los perfiles electroforéticos de las fracciones 

recolectadas en ambas cromatografías, en ausencia y presencia de NaCl 0,3 M, 

podemos apreciar que el aumento de la fuerza iónica cambia radicalmente 

dichos perfiles. A baja fuerza iónica proteínas de bajo peso molecular estarían 

formando agregados proteicos que superan largamente el PM de los mayores 

polipéptidos presentes en la muestra (65,5 kDa) y eluyen al principio de la 

cromatografía. Por su parte, en las fracciones recolectadas durante la 

cromatografía realizada a mayor fuerza iónica eluyen en primer término las 

proteínas de alto PM, seguidas por las de PM más bajo. De todos modos se 
presenta una zona de tamaño intermedio donde puede advertirse la presencia de 

agregados remanentes. De este modo se confirma la existencia de interacción 
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inespecífíca entre los distintos polipéptidos presentes en la PEPP, la que puede 

ser reducida mediante el incremento de la fuerza iónica,

En un trabajo posterior debería incrementarse más aún la fuerza iónica, 

recolectar los polipéptidos del tamaño esperado para endopeptidasas cisteínicas 

y purificar las diferentes enzimas presentes en esta compleja muestra por 

cromatografía de intercambio iónico.

De todos modos, el empleo de la técnica de exclusión molecular en 

presencia de NaCl 0,3 M nos permitió aislar una fracción con actividad 

proteolítica que luego de ser Ultrafiltrada (cfr. 27, M&M) para eliminar 

péptidos de bajo PM y sales, resultó pura por IEF y MALDI-TOF. La nueva 

enzima purificada fue denominada philibertaína g II.

4.4.3. Caracterización de Philibertaína g II
4.43.1. Isoelectroenfoque y zimograma

La fracción 6 Ultrafiltrada fue analizada mediante Isoelectroenfoque- 

Zimograma (cfr. 24 y 25, M&M) con el objeto de conocer su pl y verificar su 

homogeneidad (Figura 45).

Figura 45. IEF — zimograma de philibertaína g II. Calle 1: patrones de pl (9,3; 
8,65; 8,45; 8,15; 7,35; 6,85; 6,55; 5,85,; 5,20; 4,55 y 3,5), calle 2: 
fracción 6 purificada, calle 3: zimograma de la fracción 6 Ultrafiltrada.
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En la figura podemos ver que philibertaína g II resultó 

Proteoliticamente activa y homogénea por Isoelectroenfoque y que posee un 

valor de punto isoeléctrico de 9,4.

4.43.2. Secuencia N-terminal
La secuencia de los primeros 19 residuos aminoacídicos pertenecientes 

al extremo N-terminal de philibertaína g II fue determinada utilizando el 

método de Edman (cfr. 30, M&M). En la Tabla 13 se muestra dicha secuencia

Tabla 13. Determinación del grado de identidad de Ia secuencia N-terminal de 
philibertaína g II con el de otras endopeptidasas cisteínicas pertenecientes a la 
familia Apocynaceae, y con el de papaína. Los residuos idénticos hallados para 
cada proteasa con respecto a philibertaína g II están remarcados en color verde.
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Proteasa Secuencia N-terminal Identidad (%) Referencias

Philibertaina g II 100,0(19/19)

Asclepaína f 89,5(17/19) Trejo et al., 2001

Ervatamin a 80,0 (8/10) Nallamsetty et al., 2003

Araujiafna h III 78,9(15/19) Obregón et al., 2001

Asclepaína c I 78,9(15/19) Liggieri et al., 2004

Asclepaína c II 78,9(15/19) Comunicación personal

Funastraina c II 73,7(14/19) Morcelle et al., 2004b

Morrenaína o II 73,7(14/19) Vairo Cavalli et al., 2001

Morrenaína b II 73,7(14/19) Vairo Cavalli et al., 2001

Asclepaína b 73,7(14/19) Lynn et al., 1980

Asclepaína a 68,4 (13/19) Lynn et al., 1980

Arauj iaína-h II 63,2(12/19) Obregón et al., 2001

Papaina 63,2 (12/19) Drenth et al., 1968

Philibertaina g I 63,2 (12/19) Sequeiros et al., 2005

Ervatamin c 63,1 (12/19) Thakurta et al., 2004

Ervatamin b 57,9(11/19) Biswas et al., 2003

Heynain 53,3 (8/15) Patel & Jagannadham, 2003

Morrenaína b 1 52,6(10/19) Vairo Cavalli et al., 2003
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en comparación con las obtenidas para otras proteasas cisteínicas purificadas a 
partir de especies pertenecientes a la familia Apocynaceae y con la de papaína.

Como puede observarse la secuencia N-terminal de philibertaína g II 

presentó un 63,2 % de identidad con papaína. proteasa tipo del Clan CA y de la 

familia ClA (Barret et al., 2004).

El mayor grado de identidad de la secuencia N-terminal de philibertaína 

g II (89,5 %) fue el obtenido con la de “asclepaína f’, una proteasa cisteínica 

presente en el látex de Asclepias fruticosa (Apoeynaceae). con quien además 

comparte otras características tales como su pl alcalino (> 9,3) y un valor 

similar de peso molecular -25 kDa obtenido por SDS-PAGE- (Trejo et al., 

2001).

Es interesante resaltar que el porcentaje de identidad obtenido con el N- 

terminal de philibertaína g I (63,2 %), también purificada a partir del látex de 

Philibertia gilliesii fue menor al que se obtuvo para 10 secuencias N- 

terminales pertenecientes a otras especies vegetales.

Se realizó también una búsqueda de homología usando el programa Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi, ID: 1150201148-26787- 

116057497933. BLASTQ4 (Altschul et al., 1997) disponible en Internet, de la 

secuencia N-terminal de philibertaína g II, lo que permitió establecer que posee 

un grado de identidad de entre el 63 y el 78 % con más de 40 proteasas 

cisteínicas vegetales. En este caso, el mayor grado de homología fue obtenido 

con la secuencia N-terminal de una proteasa cisteínica (número de acceso al 
Genbank BAA14403) proveniente de Oryza sativa (Poaceae). En este caso el 

grado de similaridad fue de 84 % y el identidad de 78 %.

Tal como ocurre con el N-terminal de philibertaína g I, aquí también se 

encontraron algunos residuos altamente conservados como el de P en la 

posición 2 y el de Q en la posición 19; estos aminoácidos están presente en 

todas las secuencias analizadas en la Tabla 13. Por su parte, el motivo DWR se 

encuentra en un 89 % de los casos. Otros residuos aminoácidicos 

particularmente conservados son los de Lys 10, Val 13. Pro 15 y Asn 18 que se 

encuentran presentes en las secuencias comparadas en un 83,3 %, 100 %, 82,4 

% y 87,5 %, respectivamente.
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4.4.33. Masa molecular
El valor de la masa molecular de philibertaína g II obtenido mediante 

espectrometría de masa (MALDI-TOF) foe de 23.977 Da (cfr. 29, M&M).

Tabla 14. Masas moleculares determinadas por espectrometría de masas 
(MALDI-TOF) de diferentes endopeptidasas purificadas de especies 
vegetales pertenecientes a la familia Apocynaceae.

Endopeptidasas
Vegetales

Masa Molecular
(Da)

Referencias 
Bibliográficas

Philibertaína g II 23.977

Philibertaína g I 23.530 Sequeiros et al., 2005

Araujaina h I 24.031 Priolo et al., 2000

Araujaina h II 23.718 Obregón et al., 2001

Araujaina h III 23.546 Obregón et al., 2001

Asclepaina f 23.652 Trejo etal., 2001

Morrenaina b I 23.205 Vairo Cavalli et al., 2003

Ervatamina b 23.000 Biswas et al., 2003

Ervatamina c 23.000 Thakurta et al., 2004

Funastraina c II 23.636 MorcelIe et al., 2004

Asclepaina c I 23.200 Leggieri et al., 2004

El mencionado valor es cercano al de otras endopeptidasas 

pertenecientes a especies vegetales de la familia Apocynaceae y obtenidos por 

el mismo método, tal como puede observarse en la Tabla 14.
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5. CLONADO Y SECUENCIAMIENTO DE LOS 
ADNc CORRESPONDIENTES A PROTEASAS 
PRESENTES EN EL LÁTEX DE PHILIBERTIA 
Gilliesii

Con el objeto de verificar la multiplicidad de proteasas presentes en el 

látex de Philibertia gilliesii y conocer sus secuencias completas se realizó la 

clonación y el Secuenciamiento de los ADNc sintetizados utilizando cebadores 

diseñados específicamente para obtener dichas secuencias a partir de moléculas 

de ARN mensajero extraídas del látex.

5.1. Obtención de ADNc a Partir de ARN total

5.1.1. Diseño de Cebadores Específicos
A partir del conocimiento de la secuencia aminoacídica del extremo N- 

terminal de la enzima purificada, philibertaína g I, se diseñaron dos cebadores 

(primers) específicos llamados Phili-F 2-7 y Phili-F 5-11 (cebadores directos) 

siguiendo el procedimiento indicado en el ítem 31.1 de M&M. Los cebadores 

se diseñaron con degeneraciones en algunas de sus bases, las que se muestran 

en la Tabla 15.

Tabla 15. Cebadores específicos diseñados a partir de la sequencia N-terminal de 
philibertaína g I. Los cebadores fueron diseñados con degeneraciones en algunas 
de sus bases donde “w” representa AoT; “y” representa CoT; “h” representa T. 
CoA; “m” representa AoCy “r” representa AoG.

Nombre Secuencia

N-terminal L P A S V D W R K E G
PhiIi-F 2-7 5' CCw GCy TCw GTh GAT TGG 3'
Phili-F 5-11 5' GTh GAT TGG mGw AAA GAr GG 3'

Además fue necesario diseñar los cebadores reversos como el cebador 

oligo d(T)?o que fue utilizado en la reacción de retrotranscripción (RT), el 

oligonucleótido RoRipolid(T) que fue utilizado en algunas de las reacciones de 

PCR subsiguientes y el cebador Ri que fue utilizado en la técnica de Nested- 

PCR. Dichos cebadores se muestran en Ia Tabla 16.
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Tabla 16. Cebadores utilizados en las reacciones de RT-PCR, PCR y Nested PCR.

Nombre Secuencia

oligo d(T)20 5' TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT 3x

R0RipoIid(T) 5 -CCGGAATTCACTGCAGGGTACCCAATACGACTCACTATAGGGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'

Ri 5'- GGTACCCAATACGACTCACTATAGGGC-3'

Se utilizó además el cebador 5 'Nt 3-11 (cfr. 31.1, M&M) diseñado por 

Trejo (2005) en base a la secuencia de una endopeptidasa cisteínica aislada del 

látex de Asclepias fruticosa, una especie perteneciente a la misma tribu que 

Philibertia gilliessii.

5.1.2. Obtención de ADNc a Partir del ARN Total
A partir de hojas y de látex presente en los frutos de Philibertia gilliesii 

se extrajo el ARN total (ARNr) tal como se indicó en el ítem 31.2 de M&M, 

luego se realizó una reacción de retrotranscripción, con el fin de obtener el 

ADNc de todos los ARN mensajeros, utilizando el cebador oligo d(T)20∙ 

Además se realizó una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con el 

objetivo de amplificar los ADNc específicos para proteasas cisteínicas 

utilizando el cebador Phili-F 2-7. Ambos procedimientos se realizaron en un 

solo paso utilizando las enzimas transcriptasa reversa y Taq polimerasa (cfr. 

31.3, M&M).
El ADNc amplificado fue analizado por medio de una electroforesis en 

gel de agarosa al 1,5 % (cfr. 23 y 23.5, M&M), como se muestra en la Figura 

46.
El análisis del gel confirma la presencia de bandas del tamaño 

molecular esperado -800 pares de bases (pb)- correspondiente al tamaño 

promedio de secuencias maduras de ADNc de proteasas cisteínicas.
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Figura 46. Análisis de los fragmentos obtenidos por RT-PCR sobre geles de agarosa 
al 1,5 %. Calle 1: marcadores de peso molecular iiHinA III”. Calle 2: control 
negativo sin . Calles 3 y 4: controles negativos sin transcriptasa reversa pero 
con ARNt de hoja y látex, respectivamente. Calle 5 y 6: muestra proveniente 
de RT-PCR usando ARNt extraído de hoja. Calles 7 y 8: muestra proveniente
de RT-PCR usando ARNr extraído de látex. Calle 9: marcadores de peso 
molecular iiBio-Logicos',∖

Se realizó una segunda reacción de amplificación por PCR {cfr. 32, 

M&M) empleando el mismo cebador directo (Phili-F 2-7) y el RoRipolid(T) 

como cebador reverso con el fin de poder realizar posteriormente una reacción 

de confirmación (Nested-PCR). Para esta reacción se empleo como molde el 

ADNc extraído del gel de agarosa (cfr. 34, M&M) obtenido en la reacción de 

RT-PCR.

Con el fin de verificar que los fragmentos de peso molecular esperado 

contuvieran la secuencia de interés y de esta manera confirmar la identidad de 

los productos, se realizó la reacción denominada Nested-PCR {cfr. 33, M&M) 
que utiliza cebadores específicos más internos. Para ello las bandas presentes 

en el gel realizado luego de la segunda PCR fueron extraídas de la agarosa y 
utilizadas como molde en la reacción antes mencionada. En este caso los 

cebadores directos fueron Phili-F 5-11 y 5 'Nt 3-11 y el reverso fue Rl, todos 

ellos cebadores más internos. En la Figura 47 se observan los productos de la 
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Nested-PCR en un gel de electroforesis de agarosa al 2 % (cfr. 23 y 23.5, 

M&M) en la que se evidencia la amplificación específica de las bandas antes 

mencionadas.

Figura 47. Análisis de los fragmentos obtenidos por Nested-PCR sobre un gel de agarosa al 2 
%. Calle 1: patrones de PM “Marker X” (12,2 — 0,07 Kbp). Calle 2: control 
negativo sin ADNc y con Phili-F 5-11, calles 3 y 4: fragmentos amplificados con 
Phili-F 5-11, calle 5: control negativo ADNc y con 5'Nt 3-11, calles 6 y 7: 
fragmentos amplificados con 5'Nt 3-11.

5.2. Clonación de los Fragmentos Amplificados
Los productos de amplificación, obtenidos en la RT-PCR, la segunda PCR 

y los obtenidos por Nested-PCR, fueron clonados (cfr. 35, M&M) en 

Escherichia coli (XLl-Blue) empleando el vector comercial “pGEM-T Easy” 

(cfr. 35.1.1, M&M). Se seleccionaron 5 clones procedentes de cada cebador 

directo. Se denominaron Cb C2, C3, C4 y C5 a los clones cuyos plásmidos 

contienen fragmentos derivados del cebador Phili-F 2-7. Los clones Pb P2, P3, 

P4 y P5 son aquéllos originados por el cebador Phili-F 5-11 y los clones Sb S2, 

S3. S4 y S5 son aquellos originados empleando el cebador 5'Nt 3-11. La 
confirmación de que los clones (colonias blancas) seleccionados (cfr. 35.2.3, 

M&M) contenían el inserto esperado se realizó realizando la amplificación del 
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inserto por PCR (cfr. 32, M&M) y luego una electroforesis de los productos 

obtenidos en gel de agarosa al 2 % (cfr. 23 y 23.5, M&M).

En la Figura 48 podemos observar que la mayoría de clones analizados 

presentan un inserto de PM de aproximadamente 820 pb, a excepción del clon 

C2 que presenta una segunda banda muy cercana, de menor tamaño y con 

menor concentración, los clones Pl y P5 que exhiben una banda de 

aproximadamente 770 y 650 pb, respectivamente y el clon P3 no tuvo 

amplificación.

Figura 48. Análisis de los clones Selecionados sobre geles de agarosa al 2 %. Calles 1 a 5: 
productos de PCR de los clones Cb C2, C3, C4 y C5, Calles 6 a 10: productos de
PCR de los clones Pb P2, P3, P4 y P5, calle 11: patrones de peso molecular (0,07 — 
12,2 Kbp) y calles 12 a 16: productos de PCR de los clones Sb S2, S3, S4 y S5.

Para Cuantificar los insertos contenidos en el ADN plasmídico, con el 

fin de informar su concentración al servicio de Secuenciamiento. se prepararon 

cultivos de cada uno de los clones y luego se realizó la extracción y 

purificación de los plásmidos según el protocolo descripto en el ítem 36.1 de 

M&M. Una alícuota de cada una de las muestras conteniendo el ADN 

plasmídico fue digerida con la enzima de restricción EcoRI {cfr. 36.2, M&M) 

con el fin de liberar el inserto que posteriormente fue Cuantificado utilizando 

un gel de agarosa al 1% {cfr. 23 y 23.5, M&M). Las muestras fueron enviadas 

a Secuenciar al Servicio de Secuenciacion de la Universidad Autónoma de 

Barcelona {cfr. 36.3, M&M). Se solicitó la secuenciación utilizando los 

cebadores “T7 promotor” y “SP6 promotor” (cada uno de estos cebadores 

permiten amplificar a partir de cada uno de los extremos de la zona de 
inserción de ADN en el vector pGEM-T Easy, tal como se encuentra explicado 
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en el ítem 35.1.1 de M&M), lo que permitió obtener la secuencia de las dos 

cadenas de los fragmentos de ADN para alguno de los clones enviados.

5.3. Análisis de las Secuencias Obtenidas
Las secuencias obtenidas a partir de los clones fueron analizadas 

detalladamente y alineadas empleando el software de alineamiento Clustal-X 

(Thompson et al., 1997) que permite realizar el alineamiento múltiple de 

secuencias (cfr. 37, M&M). Se obtuvieron dos secuencias consenso 

denominadas Phili-A y Phili-B.

Las secuencias nucleotídicas obtenidas fueron traducidas en sus 

diferentes marcos de lectura posibles con el software disponible en la Web 

http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/translate/index.html obteniendo la 

secuencia aminoacídica de cada una (Figuras 49 y 50).

Figura 49. Phili-A: secuencias consenso nucleotídica y aminoacídica. El triplete “taa” (en 
rojo) corresponde a la señal de stop para la síntesis proteica y la secuencia “aataaa” 
(en rojo y subrayada) corresponde a la secuencia señal de poliadenilación. Las 
secuencias nucleotídicas sombreadas en gris corresponden a las secuencias de los 
cebadores directo y reverso utilizados.

Cynthia Sequeiros- 2006 177

http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/translate/index.html


Proteasas de Philibertiagilliesii - RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Figura 50. PhiIi-B: secuencias consenso nucleotídica y aminoacídica. El triplete “tga” (en 
rojo) corresponde a la señal de stop para la síntesis proteica. Las secuencias 
nucleotídicas sombreadas en gris corresponden a las secuencia de los cebadores 
directo y reverso utilizados en la reacción.

Ambas secuencias, Phili-A y Phili-B, presentaron entre un 47 % y un 

52 % de similitud con más de 50 secuencias proteicas pertenecientes a 

endopeptidasas cisteínicas vegetales, al ser analizadas mediante Blastp, 

herramienta del NCBI1, http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/Blast.cgi; cada 

secuencia tuvo su número de ingreso ID: 1145484437-16797- 

88560457278.BLASTQ1 e ID: 1145484748-31719-79823814854. BLASTQ4, 

para Phili-A y Phili-B, respectivamente. Se detectaron además en estos análisis 

dominios conservados correspondientes a proteasas cisteínicas.

1NCBI: National Center for Biotechnology. BLAST: Basic Local Alignment Search Tool 
nucleotide.

Phili-A y Phili-B pertenecerían a secuencias maduras de proteasas 

cisteínicas con 209 y 220 residuos de aminoácidos, respectivamente. Los 11 

residuos extra que posee la secuencia Phili-B pertenecen a su extremo 

carboxilo terminal.
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Se realizó el análisis y la comparación de las secuencias (cjr. 37, 

M&M) con el fin de establecer el porcentaje de identidad (Tabla 17) y evaluar 

la homología entre Phili-A y Phili-B con respecto a las secuencias de cuatro 

diferentes proteasas cisteínicas: una perteneciente a la misma familia 

Apocynaceae presente en la especie vegetal Asclepias Jruticosa (Trejo, 2005) y 

las otras tres fueron papaína (IPPN) y proteinasa omega (IPPO), ambas 

presentes en el látex de Carica papaya (Caricaceae) y la Cisteinproteasa 

AAR25797, perteneciente a Solamim tuberosum (Solanaceae). Se utilizó el 

programa Clustal X para alinear las secuencias y el programa Treeview para 

agruparlas por similitud (Figura 51); la secuencia perteneciente a Solanum 

tuberosum se utilizó con el fin de emplearla como “fuera de grupo” (outgroup).

Tabla 17. Porcentaje de identidad entre las secuencias proteicas Phili-A y Phili-B y las 
de Asclepaina f, papaína, proteinasa omega y una proteasa de Solanum 
tuberosum.

No Entidad NoI No 2 No 3 No 4 No 5 No 6

1 Phili-A 100

2 Asclepaina f 67,6 100

3 Phili-B 51,7 55,1 100

4 Papaína (1PPN) 47,3 48,3 46,3 100

5 Proteinasa omega (IPPO) 51,2 52,6 50,7 69,8 100

6 S tuberosum (AAR25797) 13,0 14,5 13,5 10,2 12,1 100

El programa empleado ubicó las secuencias obtenidas en dos grupos 

diferentes en el correspondiente cladograma (Figura 51). Al observar el 

mencionado cladograma vemos que Phili-A tendría un origen común con 

Asclepaina f, en tanto que Phili-B se diferenció a partir de un ancestro común 

en una etapa anterior.
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Figura 51. CIadograma de las secuencias proteicas de Phili-A y Phili-B y de las secuencias 
proteicas de otras 4 proteasas cisteínicas pertenecientes a otras especies vegetales.

Si tenemos en cuenta las diversas fracciones con actividad proteolítica 

observadas en el IEF-zimograma mostrado en la Figura 19 del ítem 2.3.11.3 de 

R&D y las diferentes fracciones con actividad endopeptidásica eluidas del 

Cromatograma, es razonable encontrar en el látex una mezcla de ARNms que 

codifiquen para diferentes peptidasas, lo que se corresponde con los resultados 

aquí obtenidos.
Ambas secuencias aminoacídicas (Phili-A y Phili-B) fueron 

introducidas en el programa Compute pI/Mw Tool disponible en 

http://www.expasy.org/cgi-bin/pi_tool.html para calcular algunas de las 

propiedades fisicoquímicas de los polipéptidos. Para la secuencia de Phili-A la 

masa molecular relativa calculada fue de 22,992 kDa y el pl de 9,14, mientras 

que para Phili-B la masa molecular fue de 24,138 kDa y el pi de 8,79. Los 

mencionados valores de pl se encuentran dentro de los obtenidos para 

philibertaína g por IEF-Zimograma, que presentó bandas proteolíticamente 

activas con valores depl entre 8.5 y > 10,25 (cfr. 2.3.11.3).

5.3.1. Análisis de la Estructura Primaria
Las secuencias polipeptídicas Phili-A y Phili-B, analizadas por Swiss- 

Model Blast (cfr. 37.2, M&M) mostraron un grado de identidad de 45 a 56 % 

con más de 20 proteasas cisteínicas de la familia ClA que poseen estructura 

cristalográfica resuelta con alta resolución, entre ellas papaína.
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En la Figura 52 se muestra el alineamiento (mediante el programa 

Clustal X) de la estructura primaria de las secuencias Phili-A y Phili-B con las 

secuencias completas de algunas proteasas cisteínicas que han sido resueltas 

por cristalografía de rayos X. Quimopapaina “1YAL” (Maes et al., 1996), 

actinidaína “2ACT” (Baker et al., 1980) y caricaína “1PPO” (Pickersgill et al., 

1991), son las que exhiben mayor similitud con Phili-A (56,1 %, 51,3 % y 51,0 

% de identidad, respectivamente). Mientras que las que presentan mayor 

identidad con Phili-B son ervatamina B “1IWD” (Biswas et al., 2003), 

ervatamina C “1O0E” (Thakurta et al., 2004) y seguida por caricaína “1PPO” 

(Pickersgill et al., 1991) con 52,7 %; 51.1 % y 50,9 % de identidad, 

respectivamente.

En ambas secuencias, Phili-A y Phili-B, se encuentran los residuos 

aminoacídicos pertenecientes al sitio activo de las endopeptidasas cisteínicas - 

por lo tanto involucrados en el mecanismo catalítico- así como también 

residuos altamente conservados implicados en Ia formación y mantenimiento 

de la estructura tridimensional que caracteriza a estas peptidasas.
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Figura 52. Alineamiento múltiple obtenido utilizando ClustaI X de Phili-A y Phili-B con 
endopeptidasas cisteínicas de la familia CIA. Actinidaina (2ACT), Zingipaina 
(ICQD), ervatamina B (IIWD), ervatamina C (IOOE), caricaína (IPPO), papaína 
(IPPN) y quimopapaína (IYAL). Los asteriscos (*) señalan los residuos de amino 
ácidos idénticos entre todas las secuencias alineadas, los dos puntos (:) muestra un 
cambio conservado de aa. Los residuos del centro catalítico se representan en 
color rojo, las cisternas que se encontrarían formando puentes disulfuros se 
representan sobre fondo amarillo. En color verde se marcan los residuos que 
forman parte del bolsillo hidrofóbico que contiene el puente de hidrógeno formado 
entre la Asn (N) y la His (H) del centro catalítico. En color púrpura se marcan los 
residuos del subsitio S2.

Los residuos catalíticos de la familia Cl son la Cys25 y la His159, que 

forman la diada catalítica (numeración de la papaína madura). Además, otros 

dos residuos son importantes para la catálisis en la papaína y enzimas 
relacionadas. Estos residuos son la Gln19 que participa en la formación del 

“hueco oxianiónico”, un centro electrofílico que estabiliza el intermediario 
tetraédrico y la Asn175 el cual parece orientar el anillo imidazólico de la His159 

catalítica. La cisteína catalítica (Cys25) es seguida por un residuo aromático 

altamente conservado (Trp); este aminoácido hidrofóbico es reemplazado por 

Gly en algunas peptidasas de la familia C2 y Cl2 (Barret et al, 2004). Otros 
residuos conservados son los de Phe141, Trp177 y Trp181, los que conforman el 

bolsillo hidrofóbico en el que está localizado el puente de hidrógeno formado 

entre la Asn175 y la His159.

La secuencia de Phili-B presenta los siete residuos de Cys altamente
25 conservados en las peptidasas cisteínicas. Como vimos anteriormente, la Cys 

pertenece al sitio activo, en cambio los restantes 6 residuos de Cys participan 

en la formación de los tres puentes disulfuro presentes en la estructura de esta 
clase de enzimas (Cys22-Cys56, Cys63-Cys95 y Cys153-Cys200, siguiendo la 

numeración de la papaína madura). Por su parte la secuencia de Phili-A, 

contiene sólo seis de estos siete residuos altamente conservados. Esta secuencia  *
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posee un residuo de Ser en lugar de la Cys que pese a ser un cambio 

conservado de amino ácido -debido a que mantiene el carácter polar- 

imposibilita la formación de uno de los puentes disulfuro.

El subsitio S2 es el subsitio de especificidad de sustrato dominante para 

la mayoría de las peptidasas cisteínicas de la subfamilia ClA tipo papaína. En 

la papaína y endopeptidasas relacionadas este subsitio muestra preferencia por 

residuos con cadena lateral hidrofóbica o aromática en la correspondiente 

posición P2 del sustrato. La Catepsina B, por el contrario, acepta en el subsitio 

S2 residuos de Arg -que posee carga positiva- debido a la presencia de un 

residuo de ácido glutámico en el fondo de dicho bolsillo S2 en lugar del 

residuo de serina (Ser205) presente en papaína (Barret & Rawlings, 2004).

En la secuencia de Phili-A se observa que los residuos involucrados en 

el bolsillo de S2 son Uiayoritariamente hidrofóbicos (Tabla 18), de modo 

similar a lo que ocurre en papaína. Una excepción la constituye el residuo de la 

posición 205 (numeración papaína) que tanto en papaína como en esta 

secuencia está representado por un residuo hidrofílico (Ser y Gln, 

respectivamente) los que pueden formar puente de hidrógeno.

Enzima Posición* de los residuos involucrados en el subsitio S2

67 68 133 157 160 205

Papaína (IPPN)
Quimopapaína (IYAL)
Ervatamina C (IOOE)
Phiti-A
Phili-B

Basado en la numeración de la papaína.
Tabla 18. Residuos de amino ácidos formando el bolsillo de la posición S2 de Phili-A, 

Phili-B, papaína (IPPN), quimopapaína (IYAL) y ervatamina C (IOOE). Los 
residuos aminoacídicos aromátios y apolares se encuentran sombreados en color 
gris, los polares sin carga en color amarillo y los cargados en azul.

En la secuencia de Phili-B encontramos una variación importante que 

podría influir fuertemente en la especificidad de la enzima: presenta un residuo 

de arginina con carga positiva en la posición 67 (numeración papaína) en lugar 
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de un aminoácido hidrofóbico (Tabla 18). Además, en la mencionada posición 

205 presenta una aminoácido no polar (Leu), que también la diferencia de 

papaína. Este cambio también lo posee ervatamina C.

5.4. Estructura Terciaria, Modelo Tridimensional (3D)

5.4.1. Organización Global
La estructura tridimensional (3D) de las cadenas polipeptídicas de 

ambas secuencias, Phili-A y Phili-B, fueron obtenidas (cfr. 38. M&M) 

mediante el servicio automatizado de modelado por homología de estructuras 

proteicas “Swiss-Model” (Schwede et al., 2003; Guex & Peitsch, 1997 y 

Peitch, 1995). Las cadenas polipeptídicas de ambas secuencias, Phili-A y Phili- 

B, muestran un plegamiento comparable entre ellas y muy similar al que 

presentan las proteasas cisteínicas del tipo de la papaína. En la Figura 53 se 

muestra en forma ampliada el modelo 3D obtenido para Phili-A. Por su parte la 

Figura 54 permite observar con detalle los residuos catalíticos del centro 

activo.

El plegamiento que presenta la estructura es del tipo a + β según la 

clasificación utilizada por la base de datos SCOP2. Como sucede con las 

proteasas cisteínicas de la familia de la papaína la cadena polipeptídica se 

pliega en dos dominios, encontrándose el sitio activo en la hendidura existente 

entre ellos. El dominio de la izquierda, denominado dominio L, está constituido 

principalmente por hélices a y el dominio de la derecha, dominio R, tiene 

fundamentalmente una estructura de hojas β antiparalelas.

2 SCOP (Structural Classification of Proteins), base de datos que agrupa a las proteínas 
basándose en una clasificación estructural de las mismas, clasifica a las proteínas por 
comparación de estructuras secundarias regulares además de tener en cuenta otros elementos 
como la arquitectura global de la proteína y a la distribución espacial de los elementos de 
estructura secundaria regular.
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Figura 53. Modelo tridimensional de Phili-A. En color celeste se representan las 
estructuras hojas β antiparalelas, en color púrpura las hélices a y los puentes 
disulfuro se representan en color amarillo.

Figura 54. Modelo 3D de Phili-A. Se muestran en detalle los residuos catalíticos 
pertenecientes al sitio activo.
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La Cys25 sobre el dominio L y la His159 sobre el R están situadas una de 

cada lado de la hendidura interdominio, formando la diada catalítica de la 

enzima. Los otros dos residuos importantes en el proceso catalítico, Gln19 y 

Asn , están situados sobre los dominios LyR. respectivamente (Figura 54).

El modelo 3D de Phili-A presenta dos de los tres puentes disulfuro 

altamente conservados en las proteasas cisteínicas del tipo de la papaína. Cada 

uno se encuentra sobre un domino diferente, el puente formado por las Cys56- 

Cys95 (numeración de papaína) estabiliza el dominio L mientras que el puente 

disulfuro Cys153-Cys200 le confiere estabilidad al dominio R. Recordemos que 

la formación del tercer puente disulfuro, característico de las Cisteinproteasas, 

no es posible para esta cadena polipéptidica debido a que el residuo de Cys se 

encuentra sustituido por uno de Ser.

5.4.2. Superposición Tridimensional de las Estructuras 
Obtenidas por Homología con Estructuras Conocidas 
Obtenidas por Cristalografía

Las estructuras 3D de Phili-A y Phili-B, obtenidas mediante modelado 

por homología, fueron superpuestas (cfr. 38.1, M&M) con las estructuras 3D - 

obtenidas por cristalografía- correspondientes a tres proteasas cisteínicas 

vegetales. Phili-A fue comparada con caricaína (IPPO) y actinidaína (2ACT) y 
Phili-B con ervatamina B (IIWD) y caricaína (IPPO) como se muestra en la 

Figura 55. Estas estructuras obtenidas por cristalografía fueron empleadas, 

entre otras, como molde para obtener el modelo 3D {cfr. 38., M&M) de las 

secuencias analizadas.
Los valores de la desviación cuadrática media relativa (RMSD), que da 

una idea de la semejanza entre dos estructuras {cfr. 38.1, M&M), fueron 

obtenidos para la cadena de carbonos α de la estructura de Phili-A con cada 

una de las estructuras de referencia (1PPO: 0,58; IAEC: 0,72; IMEG: 0.47; 

2ACT: 0,73 y IPCIa: 0,54) y para la estructura de Phili-B con sus estructuras 

de referencia (1IWD: 0,53; IOOEb: 0,69; IPPO: 0,92; IMEG: 0,86 y ICQD: 

0,59). Estos bajos valores de RMSD para los átomos de carbono alfa (<1 A) 

indican una cercana similitud en la conformación global de la estructura. No 

obstante, algunas desviaciones topológicas son observadas sobre ambas 
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estructuras. En la estructura perteneciente a Phili-A se detectaron cinco zonas 

variables y cuatro en la de Phili-B. Un solo tramo señalado con el número 2 

pertenece al fin de una hélice alfa, los restantes cambios Conformacionales 

involucran regiones desordenadas (loops) es decir sin estructura secundaria 

(numeradas 1, 3, 4 y 5 en la Figura 55). El extremo N-terminal, en ambas 

estructuras, es más corto debido a que no se incorporó en el modelado la 

secuencia correspondiente al cebador.

De los datos presentados se observa una clara similitud estructural entre 

Phili-A y Phili-B con las proteasas con las que se las ha comparado, 

confirmando que ambas estructuras integran la familia ClA de las proteasas 

cisteínicas que lidera papaína.

A B

Figura 53. A) Superposición de los carbonos a en estilo cinta del modelo 3D obtenido para
Phili-A (verde claro) con la estructura 3D obtenida por cristalografía de: 
caricaína “1PPO” (azul) y actinidaína “2ACT” (naranja). B) Superposición de 
los carbonos a en estilo cinta del modelo 3D obtenido para Phili-B (verde) con 
la estructura 3D obtenida por cristalografía de: caricaína “1PPO” (azul) y 
ervatamina B “1ÍWD” (rosa).
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CONCLUSIONES

1. SELECCIÓN DE ESPECIES DE LA REGIÓN 
PATAGÓNICA Y CARACTERIZACIÓN PARCIAL DE 
sus proteasas

Las seis especies vegetales objeto del presente estudio han sido 

recolectadas en la región Patagónica; ellas frieron: ColUguaja integerrima Gill. 

et Hook., Euphorbia collina Phil., Euphorbia peplus L. y Stillingia patagónica 

(Speg.) Pax et Hoffmann, todas ellas pertenecientes a la familia 

Euphorbiaceae, así como Philibertia gilliesii Hook, et Am. (Apocynaceae) y 

Grindelia chiloensis (Com.) Cabrera (Asteraceae).

Se pudo determinar que la preparación obtenida a partir del látex de P. 

gilliesii exhibió la mayor actividad proteolítica específica, seguida por las de 5. 

patagónica y E. collina, en tanto que las de G. chiloensis, C. integerrima y E. 

peplus no mostraron actividad detectable. El uso de inhibidores específicos de 

los diferentes tipos Hiecanisticos de endopeptidasas permitió determinar que los 

extractos de Philibertia gilliesii y de Stillingia patagónica poseen proteasas 

cisteínicas. Por su parte el extracto de Euphorbia collina contendría proteasas 

de tipo serínico. Los extractivos obtenidos se caracterizaron por electroforesis 

nativa, desnaturalizante e Isoelectroenfoque con zimograma obteniéndose 

perfiles característicos para las seis especies estudiadas. El extracto de P. 

gilliesii mostró un patrón complejo, constituido por numerosas bandas proteicas 

con valores de pl entre 4,7 a valores bastante mayores a 9,3; las bandas con 
actividad proteolítica sólo se observaron en la zona alcalina del gradiente.

Cynthia Sequeiros- 2006 188



Proteasas de Philibertia gilliesii - CONCLUSIONES

2. ESPECIE SELECCIONADA: PHILIBERTIA GILLIESII

En función de los datos obtenidos se seleccionó a Philibertia gilliesii 

como la especie más adecuada para el aislamiento, caracterización y 

purificación de las endopeptidasas presentes en el látex obtenido de sus frutos. 

La preparación clarificada de esta especie, a la que denominamos philibertaína 

g, presentó una actividad específica de 6,84 Ucas/mg de proteína y fue 

caracterizada con el fin de disponer de una serie de parámetros útiles en una 

posible aplicación biotecnológica. Se determinó que el mejor método para su 

conservación fue el congelamiento a -20 oC y que la preparación requiere una 

preactivación con cisteína para expresar su máxima actividad, al igual que la 

presencia de este reductor en el medio de reacción. La mejor actividad 

esterolítica la presentó con los N-CBZ-derivados de glutamina y alanina. Sobre 

caseína mostró actividad entre los valores de pH 6 y 11, con el 80 % de su 

actividad máxima entre pH 7 y 10; en este último rango posee una excelente 
estabilidad hasta las dos horas de incubación. Su estabilidad térmica fue muy 

buena luego de dos horas de incubación a 45 °C, aunque se inactiva luego de 5 

minutos a 75 oC, lo que resulta ventajoso para detener la actividad en procesos 

industriales. Philibertaína g retuvo el 60 % de la actividad inicial aún en 
presencia de una concentración 1 M de NaCl, característica valiosa en procesos 

de material crudo marino, y se mostró muy activa en presencia de Urea 4 M, 

EDTA 10 mM y CaCL 10 mM. El ácido iodoacético inhibe casi por completo 

su forma activada. Al analizarla por electroforesis desnaturalizante no 

reductora pueden detectarse la presencia de dos bandas activas de PM muy 

cercano. Por Isoelectroenfoque muestra un patrón muy complejo de proteínas, 

aunque las que son proteolíticamente activas poseen un pl entre 8,5 y > 10,25.

3. OBTENCION DE HIDROLiZADOS PROTEICOS CON 
POSIBLE APLICACIÓN INDUSTRIAL

Con el fin de evaluar Ia posibilidad de aplicar philibertaína g para 

hidrolizar parcialmente el subproducto líquido de la industria pesquera (agua 

de cola), con posible utilidad en la industria alimentaria, se determinó el grado 
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de hidrólisis (GH) producido por la enzima en estudio en relación al producido 

por alcalasa en las mismas condiciones. Aunque el GH obtenido fue menor que 

el correspondiente a alcalasa (ca. 40 %), el análisis por electroforesis muestra 

que los productos obtenidos son notoriamente diferentes para el mismo grado 

de hidrólisis, confiriéndole propiedades funcionales diferenciales a ambos 

hidrolizados.

Con el objeto de tener un conocimiento preliminar acerca de la 

posibilidad de que philibertaína g pueda ser útil como cuajo vegetal o -en su 

defecto- como aditivo en la elaboración de quesos se realizaron ensayos de 

coagulación de leche bovina en los cuales se la comparó con otras tres 

endopeptidasas aisladas en el LIPROVE, resultando ser la que presentó mayor 

actividad coagulante. Además se obtuvieron hidrolizados parciales de caseínas 

bovinas que pudieran aportar cambios favorables en las propiedades 

funcionales de los productos resultantes y favorecer su empleo en la industria 

de alimentos; la acción de philibertaína g sobre dichas proteínas lácteas dio 

como resultado un hidrolizado proteico que, analizado por SDS-Tricina-PAGE 

de alta resolución, mostró un perfil de los productos obtenidos característico 

para esta preparación enzimática, por lo que sería interesante a posteriori 

evaluar sus propiedades funcionales.

4. PURIFICACION DE ENDOPEPTIDASAS A PARTIR DE 
PHILIBERTAÍNA G

4.1. Cromatografía de Intercambio Iónico

La purificación por cromatografía de intercambio catiónico de 

philibertaína g I, la endopeptidasa más alcalina presente en la preparación 

enzimática proveniente del látex de Philibertia gilliesii, resultó muy 

complicada a raíz de la inusual complejidad de la muestra de partida, 

requiriendo un fino ajuste del pH de trabajo y del programa de elución, lo que 

pudo lograrse luego de numerosas etapas intermedias. Finalmente -con un 

programa que incluyó seis condiciones diferentes de fuerza iónica- se obtuvo la 

fracción pura, la que eluyó a una concentración 0,3 M de NaCl a pH 8.6.
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4.2. Caracterización de Philibertaína g I

El análisis por Isoelectroenfoque de philibertaína g I Ultrafiltrada mostró 

una única banda proteica con un pl mayor a 9,3 que migra al electrodo 

negativo. La masa molecular de philibertaína g I, determinada por SDS-PAGE 

fiie de 25.6 kDa, mientras que el valor obtenido por espectrometría de masas 

(MALDI-TOF) fue de 23.530 Da. Esta última técnica permitió no sólo 

determinar con exactitud la masa de la enzima, sino que también confirmó la 

pureza de la misma. Los perfiles de pH frente a caseína y PFLNA mostraron 

valores de pH óptimos de alrededor de 7,6 y 6.8. respectivamente. En cuanto al 

valor de Km fue de 0,15 +/- 0,01 mM y el de Vmax 0,0086 +/- 0,0003 μmol∕mm, 

mostrando una afinidad dos veces mayor por el sustrato PFLNA que la que 

poseen papaína, ficina y bromelaína. La actividad enzimática fue 

completamente inhibida por E-64. confirmando que philibertaína g I pertenece 

al grupo catalítico de las endopeptidasas cisteínicas, lo que caracteriza a todas 

las proteasas purificadas hasta el momento a partir del látex de especies 

pertenecientes a la tribu Asclepiadeae.

El N-terminal de la nueva enzima (23 residuos) mostró más del 50 % de 

identidad con veinte peptidasas cisteínicas vegetales y un alto grado de 

identidad (73 %) con la proteinasa omega, una de las endopeptidasas 

cisteínicas del látex de Carica papaya (Caricaceae). Al comparar dicha 

secuencia con la de otras enzimas obtenidas de especies pertenecientes a la 

misma familia botánica, el porcentaje de identidad varió entre el 56 y 69 %, 

mostrando además motivos característicos de las endopeptidasas de la 

subfamilia Cl A del Clan CA, cuya enzima tipo es papaína.

4.3. Purificación de Philibertaína g II
Luego de realizar el análisis por SDS-PAGE de los perfiles obtenidos 

de las fracciones separadas por cromatografía de intercambio catiónico surgió 

la hipótesis de la existencia de fuertes interacciones inespecíficas entre las 

diferentes proteínas presentes en la preparación enzimática, denominada 

philibertaína g. Es de destacar que este tipo de interacciones no han sido 
halladas descriptas en la bibliografía relacionada a extractivos vegetales 
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provenientes de látex y/o frutos en general, ni habían sido observadas 

previamente en nuestro laboratorio. Por cromatografía de exclusión molecular 

en presencia de fuerza iónica, originada por NaCl 0,3 M, hemos podido aislar 

una segunda fracción con actividad proteolítica que, luego de ser Ultrafiltrada 

para eliminar péptidos de bajo PM y sales, resultó pura por IEF y MALDI- 

TOF. La nueva enzima purificada fue denominada philibertaína g II. La masa 

molecular de philibertaína g II obtenida mediante espectrometría de masa fue 

de 23.977 Da y su punto isoeléctrico de 9,4. La secuencia de sus primeros 19 

residuos aminoacídicos del extremo N-terminal fue comparada con las de otras 

proteasas cisteínicas de Apocynaceae y con la de papaína, presentando un 63,2 

% de identidad con esta enzima tipo. El grado de identidad más elevado (89,5 

%) se obtuvo con la secuencia de “asclepaína f”, una proteasa cisteínica 

presente en el látex de Asclepias Jruticosa (Apocynaceae), pero es de destacar 

que el valor fue más bajo con el N-terminal de philibertaína g I (63,2 %), 

purificada también a partir del látex de Philibertia gilliesii. El grado de 

identidad que mostró respecto a más de 40 proteasas cisteínicas vegetales varió 

entre el 63 y el 78 %, observándose además la presencia de residuos altamente 

conservados.

5. CLONADO Y SECUENCIAMIENTO DE LOS ADNc 
CORRESPONDIENTES A PROTEASAS PRESENTES EN 
EL LÁTEX DE PHILIBERTIA GILLIESII

A partir del ARN total presente en el látex de Philibertia gilliesii y 

empleando las técnicas de retrotranscripción, PCR y Nested-PCR con 

cebadores específicos, se obtuvieron ADNc del tamaño esperado para 

endopeptidasas cisteínicas vegetales (fzz. 800 pb). Se obtuvieron dos secuencias 

consenso denominadas Phili-A y Phili-B, las que fueron traducidas lográndose 

la secuencia aminoacídica correspondiente a cada una. Ambas secuencias 

presentaron entre un 47 % y un 52 % de similitud con más de 50 secuencias 

proteicas pertenecientes a endopeptidasas cisteínicas vegetales, detectándose 

además dominios conservados correspondientes a proteasas cisteínicas, por lo 
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que Phili-A y Phili-B pertenecerían a secuencias maduras de proteasas 

cisteínicas con 209 y 220 residuos de aminoácidos, respectivamente. Se 

calcularon algunas propiedades fisicoquímicas de los polipéptidos 

correspondientes a Phili-A y Phili-B. Sus masas relativas fueron 22,992 kDa y 

24,138 kDa y sus/>79,14 y 8,79, respectivamente. Como podemos recordar, los 

valores de pl calculados se encuentran dentro de los obtenidos para 

philibertaína g por IEF-Zimograma. Luego de alinear las secuencias y 

agruparlas por similitud se pudo observar que Phili-A tendría un origen común 

con Asclepaina f una proteasa cisteínica de Asclepias fruticosa (ApocynaceaeJ 

en tanto que Phili-B se habría diferenciado a partir de un ancestro común en 

una etapa anterior.

La secuencia de Phili-B presenta los siete residuos de Cys altamente 

conservados en las peptidasas cisteínicas (la Cys pertenece al sitio activo y 

los 6 residuos de Cys que participan en la formación de tres puentes disulfuro 

que estabilizan la estructura). Por su parte la secuencia de Phili-A contiene sólo 

seis de estos siete residuos, por lo que sólo puede formar dos puentes disulfuro. 

Una característica interesante observada en la secuencia de Phili-B es la 

presencia de un residuo de arginina con carga positiva en la posición 67 

(numeración papaína) en lugar de un aminoácido hidrofóbico; estos 

aminoácidos constituyen el bolsillo S2, fundamental en la especificidad de este 

grupo de enzimas. Esta importante variación podría influir fuertemente en la 

especificidad de la enzima en cuestión.

Mediante modelado por homología se obtuvieron las estructuras 

tridimensionales (3D) de las cadenas polipeptídicas de ambas secuencias, Phili- 

A y Phili-B, las que mostraron un plegamiento comparable entre ellas y muy 

similar al que presentan las proteasas cisteínicas del tipo de la papaína (del tipo 

α + β). Como sucede con las proteasas cisteínicas de la familia de la papaína, 

la cadena polipeptídica se pliega en dos dominios, encontrándose el sitio activo 

en la hendidura existente entre ellos. El dominio de la izquierda, o dominio L, 

está constituido principalmente por hélices a, en tanto que el dominio de la 

derecha, o dominio R, posee fundamentalmente una estructura de hojas β 

antiparalelas.
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De la comparación de las estructuras 3D de Phili-A y Phili-B, obtenidas 

mediante modelado por homología, con estructuras 3D -obtenidas por 

cristalografía- correspondientes a tres proteasas cisteínicas vegetales se 

obtuvieron valores de la desviación cuadrática media, para la cadena de 

carbonos a. Estos valores fueron muy bajos indicando una gran similitud en la 

conformación global de la estructura.

De los datos presentados se observa una notoria similitud estructural 

entre Phili-A y Phili-B y las proteasas con las cuales se las ha comparado, 

confirmando que ambas estructuras integran la subfamilia Cl A de las proteasas 

cisteínicas que lidera papaína (clan CA subfamilia ClA según la clasificación 

dada por el sistema MEROPS).

6. RESUMEN

≥ De seis especies vegetales recolectadas en la Región Patagónica 

Extraandina de Argentina, Philihertia gilliesii fue seleccionada por 

poseer una elevada actividad proteolítica en su látex con una interesante 

composición en diferentes endopeptidasas deρΐ alcalino.

≥ A partir de dicha especie se obtuvo y caracterizó philibertaína g, una 

preparación enzimática apropiada para su empleo en procesos 

biotecnológicos.

≥ Se obtuvieron Hdrolizados proteicos empleando philibertaína g sobre 

sustratos tales como agua de cola y caseínas y se ensayó la capacidad 

coagulante de la preparación enzimática.

≥ A partir de philibertaína g se aislaron y caracterizaron dos nuevas 

endopeptidasas cisteínicas: philibertaína g I (pl mayor a 10,25, masa 

molecular 23.530 Da por MALDI-TOF) y philibertaína g II (pl 9,4 y 

masa molecular 23.977 Da por MALDI-TOF). Las secuencias N- 

term inales de ambas mostraron homología con endopeptidasas 

cisteínicas de la subfamilia ClA del Clan CA, cuya enzima tipo es 

papaína.

Cynthia Sequeiros- 2006 194



Proteasas de Philibertia gilliesii - CONCLUSIONES

7. PERSPECTIVAS FUTURAS DEL TRABAJO

De los resultados obtenidos se desprende que en un trabajo posterior 

deberían ser purificadas y caracterizadas las restantes endopeptidasas 

cisteínicas del látex de Philibertia gilliesii, así como lograr el clonado y 

Secuenciamiento de los demás ADNc correspondientes a los ARNm presentes 

en el látex de esta especie para luego hallar las correspondencias por 

comparación de las estructuras primarias obtenidas con las deducidas.

La obtención de los ADNc que incluyan las regiones pre y pro 

permitirían tener una visión más completa aún y permitirían su expresión en un 

vector eucariótico adecuado, lo que mejoraría la posibilidad de utilizar estas 

enzimas en procesos biotecnológicos.

Como suele ocurrir en todo trabajo, los resultados obtenidos pueden ser 

la base de un nuevo comienzo.
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