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INTRODUCCION

Una regulacion precisa de la actividad
proteolitica tanto espacial como temporal-
mente es esencial para la fisiologia huma-
na, razon por la cual muchas proteasas se
han convertido en importantes dianas bio-
medicas. Los inhibidores de proteasas (IPs)
de plantas son estructuras peptidicas pe-
quefias, que generalmente se encuentran
en alta concentracion en tejidos de alma-
cenamiento, pero también son detectables
en hojas en respuesta al ataque de insec-
tos y microorganismos patagenos. Se han
descripto IPs de plantas que actian frente
a proteasas de los principales grupos me-
canisticos.

La actividad de los inhibidores obedece
a su capacidad de formar complejos esta-
bles con las proteasas blanco, bloqueando,
alterando o impidiendo el acceso del sus-
trato al sitio activo de la enzima y repre-
sentan una herramienta terapéutica valio-
sa, habiendo probado su utilidad no sélo en
modelos experimentales sino también co-
mo agentes terapeéuticos en humanos. Los
inhibidores de proteasas tienen promiso-
rios usos farmacoldgicos en el tratamiento
de enfermedades como cancer, infecciones
parasitarias, fungicas y virales (esquistoso-
miasis, malaria, candidiasis, SIDA, hepatitis,
herpes), afecciones inflamatorias y respira-
torias, cardiovasculares, coagulopatias y la
enfermedad de Alzheimer .

MATERIALES ¥ METoDOS

Se emplearon semillas de Maclura
pomifera (Raf) Schneid. (Moraceae). Los
extractos crudos (EC) fueron obtenidos
por trituracion de las semillas (20 g se-

millas/100 ml de buffer Tris-HCl 0,1 M pH
7,2 conteniendo NaCl 0,5 M) v eliminando
mediante centrifugacién en frio gomas y
restos de material insoluble. Estas prepa-
raciones crudas fueron parcialmente puri-
ficadas por precipitacion acetonica (5 vol.).
El precipitado acetonico redisuelto fue de-
nominado PAR.

La actividad inhibitoria de tripsina bo-
vina fue ensayada empleando el sustrato
cromogénico sintético BAPNA segln Er-
langer et al. [1] y la actividad inhibitoria de
quimotripsina bovina empleando el sus-
trato cromogénito sintético BTPNA seguin
Tasneem et al. [2]. Se evaluaron las activi-
dades enzimaticas de las proteasas en au-
senciay presencia del ECy del PAR. En cada
caso se determinaron las actividades espe-
cificas, se realizaron las curvas dosis-efecto
y se obtuvieron las IC50.

Para la purificacion se emplearon dos
técnicas cromatograficas sucesivas: cro-
matografia de exclusion molecular (Sepha-
dex G50, buffer Tris-HCI 50 mM de pH 7,2)
y cromatografia de intercambio idnico
(HiTrap Q HP de 5 ml, buffer Tris-HCl 50
mM de pH 7,2 y un gradiente lineal de Na-
Cl 0,0-0,15M). La pureza del inhibidor fue
evaluada por SDS-Tricina-PAGE e isoelec-
troenfoque (IEF).

ResuLtapos

Se obtuvo un EC con actividad in-
hibitoria de tripsina y quimotripsina a
partir de semillas de M. pomifera que
fue parcialmente purificado (1,4 veces)
por precipitacion acetonica.

Los resultados del anélisis por iso-
electroenfoque (IEF) y SDS-PAGE del
PAR permitieron definir la estrategia
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de purificacion a adoptar. Empleando
cromatografia de exclusion molecular
sequida de intercambio ionico se logro
purificar un péptido con actividad in-
hibitoria de ftripsina y quimotripsina;
los factores de purificacion fueron muy
elevados: 112 y 109, respectivamente,
para las enzimas antes mencionadas.

ConcLusioNEs

Se ha purificado y caracterizado un nueve inhibidor peptidico de origen vegetal
que es capaz de inhibir tripsina y quimotripsina. Es el primer inhibidor de este tipo
obtenido a partir de especies pertenecientes a la familia Moraceae y resulta promi-
sorio como potencial agente terapéutico.

Este nuevo inhibidor, denominado Mpl SueucaRHA
. | el Hopkins, A. L & Groom, C. R. (2002). The druggable genome. Nat Rev Drug Discov
resulto ser homogéneo por SD5-Tricine 1:797-30

PAGE (11 kDa) y por IEF (pl = 5.2). Se
determind la IC50 para tripsina (0,17
lg/ml) y para quimotripsina (0,7 pg/ml).
El rendimiento en proteinas fue de 0,09
mg/g semillas.

En la figura puede observarse el
sequimiento por SDS-PAGE del proce-
so de purificacion: carril 1: EC; carril 2:
PAR; carril 3: cromatografia de exclu-
sion molecular; carril 4: cromatografia
de intercambio idnico (Mpl); carril 5:
patrones peptidicos.
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