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RESUMEN

Los péptidos son polimeros que contienen entre dos y pocas docenas de
aminoacidos, unidos por enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo de uno de ellos y
el grupo a-amino del siguiente, con limite de masa molecular de 6.000 Da y de
relevancia para el cuidado de la salud y la nutricion.

El mercado mundial de péptidos esta orientado principalmente a la industria
farmacéutica, y se estima que alcanzara US $ 23.70 millones en 2020, lo que
significa una tasa de crecimiento anual compuesta de 2,8 % para el periodo 2014 a
2020. En contraste, la produccién de péptidos bioactivos para uso alimenticio
(nutracéuticos, alimentos funcionales y conservantes) es escasa, aunque es un ambito
de intensa investigacion.

El objetivo general de este trabajo es aplicar proteasas pre-purificadas de
Asclepias curassavica L. (Asclepiadaceae), una planta superior gue crece en
Argentina, en forma soluble o inmovilizada y en sistemas acuoso-organicos, como un
nuevo catalizador de la sintesis de péptidos con potencial actividad antihipertensiva
in vitro.

La originalidad de este trabajo esta centrada tanto en la sintesis de péptidos
con potencial actividad antihipertensiva in vitro utilizando fitoproteasas autdctonas,
como en su potencial aplicacién en la formulacion de alimentos funcionales.

Para seleccionar los medios de reaccién mas promisorios de las sintesis de
péptidos, se estudio el efecto de los solventes organicos sobre la actividad
proteolitica y la estabilidad operacional de asclepaina en sistemas homogéneos y
macroheterogéneos, utilizando la enzima libre e inmovilizada en diferentes soportes.

Los medios de reaccion mas promisorios fueron el sistema homogéneo
formado por metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, y el sistema
macroheterogéneo formado por 50 % v/v de acetato de etilo en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8. En ellos, asclepaina expresé tiempos de vida media de 7,21 y 11,07 h,
respectivamente.

El efecto de los de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
asclepaina cl se estudio por FTIR y se evalu6 mediante el coeficiente de similitud

espectral (r), tomando como referencia la estructura secundaria obtenida en buffer
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Tris-HCI 0,1 M pH 8. Asclepaina cl no mostré diferencias significativas de r en
buffer, metanol 30 % v/v o DMS 70 % v/v, en concordancia con el hecho de que en
dichos medios miscibles se obtuvieron los mayores tiempos de vida media de
asclepaina. Por el contrario, asclepaina cl en los sistemas bifasicos formados por 1-
octanol 30 % v/v, hexano 50 % v/v, acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8, present6 diferencias espectrales significativas. Sin embargo, y a pesar de su
menor similitud, asclepaina cl mostr6 mayor estabilidad en los sistemas bifésicos que
en los sistemas miscibles seleccionados.

La seleccion del donador de acilo (sustrato limitante) para las reacciones de
sintesis se realiz6 mediante un estudio de las preferencias de asclepaina por diversos
derivados aminoacidicos sintéticos, en los medios de reaccion previamente
seleccionados.

Asclepaina en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en metanol 30 % v/v exhibid
amplia preferencia por los derivados aminoacidicos no polares, especialmente por
Val; mientras que en acetato de etilo 50 % v/v. mostrd preferencia por los
aminoéacidos polares, especialmente por Glny Tyr.

A partir de la base de datos BIOPEP (2012) y de bibliografia, tomando como
base las preferencias de asclepaina, se seleccionaron los péptidos Val-Gly (VG),
GIn-Gly (QG) y Tyr-GIn (YQ), con actividad antihipertensiva in vitro con el objeto
de sintetizarlos por via enzimatica. Se obtuvieron con éxito los péptidos Z-VG,
analogo de VG, Z-QG, analogo de QG y Z-YQQ, analogo de YQ.

El péptido Z-VG fue sintetizado por via enzimatica bajo control cinético y
termodindmico, en metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, utilizando
asclepaina en forma soluble e inmovilizada. El rendimiento en producto de la
reaccion de sintesis bajo control cinético y termodinamico, utilizando asclepaina
soluble, fue de 19 % y 13,5 %; pero se logré una maximizacion de 95 % de
rendimiento empleando asclepaina inmovilizada en OGS bajo control cinético.

El péptido Z-QG fue obtenido mediante sintesis bajo control cinética y no asi

bajo control termodinadmico; el rendimiento maximo alcanzado fue de 76,43 %.
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El péptido Z-YQQ fue sintetizado por via enzimatica bajo control cinético en
acetato de etilo 50 % (v/v) y buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8), con un rendimiento de
100 % utilizando asclepaina soluble como catalizador.

La actividad antihipertensiva de los péptidos Z-YQQ y Z-VG se evalué como
actividad inhibitoria de ECA en ensayos in vitro. El péptido de sintesis enzimatica Z-
YQQ-OH mostré un porcentaje de inhibicion 35,5 % mayor al expresado por el
péptido modelo YQ (Shamloo y col.,, 2015). Por el contrario, la actividad
antihipertensiva del péptido Z-VG fue 37,3 % inferior a la del péptido anadlogo VG
(Cheung y col., 1980). No obstante, en ambos casos los valores de I1Cs, obtenidos son
notablemente mayores que el valor correspondiente al del inhibidor comercial
captopril (ICso de 0,21 x 10 mM), dicha diferencia puede deberse a que no existe un
método estandarizado para medir la actividad antihipertensiva in vitro como
actividad inhibitoria de ECA; por lo que éstos valores seran corroborados por una
nueva metodologia.

Los resultados del parrafo anterior demuestran que Z-YQQ y Z-VG son
promisorios agentes antihipertensivos, el primero en mayor medida. Por ello fue
seleccionado para realizar estudios de toxicidad, estabilidad y otras actividades
biol6gicas del mismo.

Al evaluar la actividad antimicrobiana de Z-YQQ en un cultivo batch a escala
de laboratorio frente a una cepa Gram positiva (S. aureus ATCC 25923) y frente a
una cepa Gram negativa (E. coli ATCC 25922) no se observo inhibicion del
crecimiento microbiano.

Por otra parte, se determind la actividad anticoagulante del péptido Z-YQQ
mediante Wiener Lab Test. El péptido sintetizado por via enzimatica Z-YQQ actud
sobre la via general y sobre la via extrinseca de la cascada de coagulacion sanguinea,
aumentando el tiempo de coagulacion y retrasando el tiempo de polimerizacion de
fibrindgeno a fibrina y la formacion del coagulo, de manera similar a heparina.
Dichos resultados pusieron de manifiesto su potencial, no solo como agente
antihipertensivo, sino también como agente anticoagulante. Ademas, se demostro

que el péptido Z-YQQ retuvo el 82 % de su actividad anticoagulante durante 15 min

18



en un pool de plasma humano de individuos sanos, demostrando la alta estabilidad
del péptido sintetizado en el rango de tiempo estudiado.

La toxicidad aguda del péptido Z-YQQ se determind como porcentaje de
viabilidad celular después de exponer, durante 4 h a 37 °C, la linea celular humana
293 FT a diferentes concentraciones del péptido mencionado. Se emple6 el método
estadistico Kruskall-Wallis ANOVA para evaluar las diferencias significativas en los
valores de viabilidad celular y se determiné que Z-YQQ no fue citotdxico en ensayos
in vitro a las concentraciones analizadas.

En general, esta tesis doctoral aporta nuevas estrategias y productos de interés
para la industria alimenticia y farmacéutica, que implican una expansion del mercado
actual y la potencial transferencia de resultados al sector socio-productivo interesado
en los mismos. Ademas, contribuye al aprovechamiento de los recursos naturales
renovables autdctonos de nuestro pais, como son las fuentes vegetales de enzimas
proteoliticas que han sido escasamente exploradas y no poseen patentes que
dificulten su explotacion.
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1. Antecedentes del tema
1.1. Péptidos. Generalidades y produccion

Los péptidos son heteropolimeros compuestos por residuos de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo de uno de ellos y ¢l grupo a-
amino del siguiente (Udenigwe, 2014). La definicion en cuanto a la longitud de la
cadena peptidica es bastante vaga. En general, se consideran que poseen entre dos y
unas pocas docenas de aminodcidos y su masa molecular maxima se ha fijado
arbitrariamente en 6.000 Da, siendo las moléculas de mayor masa atomica
consideradas proteinas (Barberis y col., 2018).

Los péptidos son moléculas de suma importancia en el cuidado de la salud y la
nutricion. Son ejemplos relevantes de esos campos de aplicacion y del rango de
tamafio molecular, la hormona insulina (51 residuos, 5.773 Da) y el edulcorante no
calérico aspartamo (un dipéptido de acido aspartico y fenilalanina esterificado)
(Kusano y col., 2010; Tomabechi y col., 2010). No obstante, los péptidos pequefios
y medianos son los méas importantes para este tipo de aplicaciones.

Actualmente, la produccion de péptidos y proteinas se realiza por diferentes
tecnologias: - extraccion a partir de fuentes naturales (Corrons y col., 2012),
tecnologia de ADN recombinante (Gill y col., 1996), - produccion en sistemas de
expresion libres de células (Katzen y col. 2005), - produccién en animales
transgénicos (Wright, 1991) y plantas (Cunningham y Porter, 1997), - sintesis
quimica (Merrifield, 1963) y biocatalisis, utilizando enzimas proteoliticas y
condiciones que favorezcan el desplazamiento del equilibrio de la reaccion hacia la
formacion del enlace peptidico (Barberis y col., 2002, 2006 y 2008; Illanes y col.,
2009 a, b).

El tamafio de la molécula peptidica determina la tecnologia mas adecuada para
su produccion. La tecnologia del ADN recombinante es particularmente adecuada
para la sintesis de péptidos grandes y proteinas, como lo ilustra el caso de la
produccién de insulina y otras hormonas (Walsh, 2005).

La sintesis quimica es una tecnologia viable para la produccion de péptidos
pequefios y medianos que van desde aproximadamente 5 a 80 residuos aminoacidicos

(Kimmerlin y Seebach, 2005). Es por lo general una mejor opcion que los métodos
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biotecnologicos de ADN recombinante y biocatalisis para la sintesis de péptidos de
tamafio medio, que comprenden la mayoria de las moléculas farmacéuticamente
relevantes. También es una herramienta fundamental para estudiar la relacion
estructura-actividad (funcién) en las proteinas y péptidos, descubrir nuevos agentes
terapéuticos de diagnostico, en la producciéon de vacunas sintéticas (Noya y col.,
2003) y en el disefio de biocatalizadores sintéticos (Carrea y col., 2005).

La sintesis quimica de péptidos se llevo a cabo originalmente en solucion. Sin
embargo, esta tecnologia adquiri6 mayor importancia cuando Merrifield (1963)
desarrollo la sintesis en fase solida. Desde entonces, se han hecho significativos
avances en el desarrollo de transportadores (carriers) poliméricos, enlazadores
(linkers) y grupos protectores reversibles (Goodman, 2002), asi como también en el
desarrollo de métodos para la activacion de la formacion de enlaces covalentes
(Albericio, 2004), los cuales constituyen poderosas herramientas para la
investigacion de proteinas y péptidos.

La sintesis enzimatica es mas restringida y practicamente no se ha logrado
aplicar a la produccion de péptidos de mas de 10 residuos, siendo la mayoria de los
casos informados dipéptidos y tripéptidos (Kumar y Bhalla, 2005). En este sentido,
las tecnologias para la produccién de péptidos no son competitivas entre si en la
mayoria de los casos.

El objetivo final de un proceso a gran escala para la sintesis de un péptido es
establecer su viabilidad tecnoldgica y econdmica y satisfacer los requisitos de las
agencias reguladoras en términos de estandares de calidad del producto y validacion
del proceso. Para asegurar que el proceso de produccion sea altamente reproducible y
el producto final presente calidad constante se debe establecer un sistema de GMP
(buenas précticas de fabricacidn) (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2016).
La validacion del proceso debe considerar la reproducibilidad del mismo, en
términos de rendimiento en productos intermedios y finales, asi como también
consistencia en el perfil de impurezas de dicho producto (Andersson y col., 2000).
Esta es una tarea dificultosa en el caso de la sintesis de péptidos debido a la
complejidad y al nimero de operaciones involucradas en el proceso de produccion.

Sin embargo, la rigurosidad de los requisitos de validacion, a pesar del alto costo y el
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tiempo necesario para ejecutarlo, tiene que ser apreciada como la forma adecuada de
garantizar los més altos estandares de calidad y seguridad requeridos por el

consumidor final.

1.2.  Sintesis enzimatica de péptidos

Las enzimas son catalizadores bioldgicos responsables del metabolismo
celular, por lo que operan bajo condiciones suaves de reaccion, compatibles con el
funcionamiento celular. Para convertirse en biocatalizadores de proceso, las enzimas
deben ser lo suficientemente robustas para soportar las duras condiciones de un
proceso industrial que tiene por objetivo transformar materias primas en productos
con valor agregado. Esto generalmente implica la modificacion de la enzima para
producir un biocatalizador estable (Illanes, 2008).

La sintesis de péptidos catalizada por proteasas en medios no convencionales
(solventes organicos, fluidos supercriticos, mezclas eutécticas, liquidos idnicos) es
una alternativa a la sintesis quimica, y puede ser aplicada en todo o parte de un
proceso tecnoldgico (lllanes y col., 2009a,b). Algunos ejemplos relevantes son la
sintesis enzimatica del edulcorante no calérico aspartamo, el péptido dulce de lisina,
la kyotorphin, la angiotensina, la encefalina y la dinorfina (Kullman, 1979; Takai y
col., 1981; Kullman, 1982; Oyama y col., 1987; Aso, 1989; Nakanishi y col., 1990;
Kimura y col., 1990a.; Clapés, 1997), y algunos dipéptidos y tripéptidos
nutricionales (Kimura y col., 1990 b, ¢; Monter y col., 1991).

Los péptidos también se pueden sintetizar mediante sintetasas no ribosémicas y
algunos antibioticos peptidicos, como la gramicidina, se producen por fermentacion
con cepas bacterianas que las contienen. Sin embargo, las sintetasas son complejas,
labiles y requieren coenzimas (Marahiel, 2009). Las enzimas proteoliticas son una
opcion tecnologica mas atractiva, ya que son faciles de producir, robustas, no
requieren coenzimas y son disponible comercialmente a precios bajos.

Las enzimas proteoliticas comprenden el grupo de hidrolasas mas importantes
en términos tecnoldgicos, abarcando méas de la mitad del mercado mundial de
enzimas, con ventas mundiales anuales estimadas en alrededor de USD 2.800
millones para 2019 (Global Trends & Forecasts, 2016).
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Las proteasas de plantas han sido ampliamente utilizadas en medicina y en
diferentes procesos industriales de degradacién (Badgujar y col., 2014; Barcia y col.,
2009; Barberis y col., 2013). No obstante, las proteasas microbianas son las més
importantes en términos de participacion en el mercado, debido a las ventajas de su
produccién intensiva y bajo costo.

Actualmente, la bldsqueda estd centrada en encontrar nuevas proteasas mas
potentes y especificas, especialmente a partir de organismos exadticos que prosperan
en ambientes extremos, siendo sus proteasas anormalmente estables y/o activas en
tales condiciones. Como ejemplo, se pueden citar las proteasas termofilas y
alcalofilicas del hongo marino Engyodontum (Chellapan y col., 2006).

Nuestro grupo de investigacion en la Universidad Nacional de San Luis, a
través de varios proyectos de investigacion conjuntos con el Centro de Investigacién
de Proteinas Vegetales (CIPROVE) — Universidad Nacional de La Plata (Argentina),
con el Centro de Neurociéncias e Biologia Celular - Universidade de Coimbra
(Portugal), y més recientemente con el Laboratorio de Enzimas Hidroliticas -
Universidad de la Republica (Uruguay), estd dedicado al aislamiento,
caracterizacion y purificacion de nuevas proteasas de plantas autdctonas, y ha
demostrado la eficacia de las mismas para llevar a cabo reacciones de hidrdlisis y de
sintesis (Morcelle, 2004; Morcelle y col., 2006 y 2009; Guzman y col., 2007; Illanes
y col., 2009a,b; Quiroga y col., 2005, 2006, 2007, 2008 y 2011; Barberis y col.,
2002, 2006, 2008 y 2013; Barcia y col., 2009). Cabe mencionar, que no existen otros
grupos de investigacion dedicados a la aplicacién de enzimas proteoliticas de plantas
como catalizadores de la sintesis de péptidos bioactivos. En la literatura solo se
encuentran algunas contribuciones aisladas con proteasas de origen comercial
(bromelina, papaina y ficina) (Miyazawa y col., 2014).

Hasta el momento, hemos estudiado proteasas de diferentes plantas autdctonas
de la region sudamericana, como biocatalizadores de la sintesis de péptidos
bioactivos. Entre ellas: Araujia hortorum Fournier, Morrenia brachystephana
Griseb, Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindeley, Funastrum claussum (Jacg.)

Schlechter, Acacia caven (Mol.) Molina. (Barberis y col., 2002; Quiroga y col.,

24


https://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CDQQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.uc.pt%2Fiii%2FlinksMembros%2FCNC-s&ei=475vVM_pJ8L-iAKHiIH4Cw&usg=AFQjCNGUQbn6qnaIXgEB6IWWcL7H-jLN0A&bvm=bv.80185997,d.cGE

2005; Morcelle y col., 2006; Guzman y col., 2007; Quiroga y col., 2008; Quiroga y
col., 2011).

Actualmente, iniciamos el estudio de tres nuevos extractos proteoliticos de
plantas superiores autoctonas en relacién con su utilidad como catalizadores
enzimaticos en la sintesis de péptidos bioactivos, a saber: Asclepias curassavica (L.)
Linneo, Bromelia antiacantha (Bertol.), Solanum tuberosum leprosum. No hay
antecedentes bibliograficos de estas ultimas como catalizadores de procesos de
sintesis en medios no convencionales.

Ademas, nuestro grupo de investigacién también colabora con un Proyecto de
Investigacion (PIP-CONICET) del Instituto de Investigaciones Bioldgicas, CCT—
CONICET - Mar del Plata (Argentina). A través del mismo, se estudia la aplicacion
de una nueva proteasa extracelular secretada por la archaea haloalcalifilica Natrialba
magadii como catalizador de la sintesis de péptidos bioactivos (De Castro y col.,
2008).

1.3.  Proteasas: clasificacion y mecanismos cataliticos

Las proteasas son activas en condiciones suaves, con pH dptimo entre 6 y 8,
son robustas y estables, no requieren cofactores estequiométricos y son altamente
estéreo y regioselectivas. Estas propiedades son muy relevantes para su uso como
catalizadores de la sintesis de péptidos (Bordusa, 2002).

Hay cinco familias de proteasas: serinicas, treoninicas, cisteinicas, asparticas y
metaloproteasas. En los tres primeros grupos, el nucleofilo en el centro catalitico es
parte de un aminoacido, mientras que en los segundos dos grupos el nucledéfilo es una
molécula de agua activada. En las proteasas cisteinicas, como asclepaina (Asclepias
curassavica L., Asclepiadaceae), el nucleéfilo es un grupo sulfhidrilo siendo el

donante de protones un residuo de histidina (Figuras 1, 2).
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1.4.  Proteasas como catalizadores de la sintesis de péptidos.

Las proteasas que se utilizan para la sintesis de péptidos se seleccionan sobre la
base de su especificidad (preferencia) frente a aminoécidos, siendo posible en
principio usar la mayoria de las endo y exoproteasas comercialmente disponibles
(Kumar y Bhalla, 2005).

Sin embargo, cuando el medio de reaccion es acuoso, el producto de sintesis
(péptido) se hidroliza rapidamente por la accion de las proteasas. Es por ello que la
biocatalisis en medios no convencionales ha ampliado el espectro de aplicacion de
las proteasas a aquellas reacciones que no proceden de manera efectiva en ambientes
acuosos, como es la sintesis de enlaces peptidicos (Illanes y col., 2009a).

Los medios de reaccion de la sintesis de péptidos incluyen solventes organicos
(Lépez Gallego y Schmidt-Dannert, 2010; Nuijens y col., 2011; Heck y col., 2009 ),
fluidos supercriticos (Rezaei y col., 2007), mezclas eutécticas (Gill y Vulfson, 1994),
estado sélido (Halling y col., 1995), liquidos idnicos (Park y Kazlauskas, 2003; Lou
y col., 2004; Machado y Saraiva, 2005) y solventes eutécticos profundos (DES)
(Maugeri y col., 2013).

Dichos medios ofrecen ventajas potenciales como la posibilidad de utilizar
sustratos poco solubles en agua, la modificacién del equilibrio de la reaccién como
consecuencia de la alteracion de los coeficientes de particion de sustratos y productos
(en el caso de sistemas bifasicos), la reduccion de la inhibicién de sustratos y
productos, la facilidad de recuperar el biocatalizador y el producto, el aumento de la
termoestabilidad del biocatalizador, la variacion en la especificidad de los sustratos y
en algunos casos el aumento en la estéreo y enantioselectividad en la resolucion de
mezclas racémicas (Klibanov, 2001).

En comparacion con la sintesis quimica, la ventaja mas importante de la
biocatélisis es la especificidad de la reaccion, lo que evita el requisito de proteccion
de la cadena lateral del amino&cido. Subtilisina, quimotripsina, tripsina, termolisina y
papaina han sido proteasas ampliamente utilizadas en trabajos de investigacidn sobre
sintesis enzimatica de péptidos (Barberis y col., 2008; Fité y col., 2002; Calvet y col.,
2009).
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Péptidos pequefios sintetizados enzimaticamente se utilizan en nutricion
humana y animal, como productos farmacéuticos y como agroquimicos. Algunos
ejemplos relevantes del uso de dichos péptidos son la sintesis del edulcorante no
caldrico aspartamo, del péptido dulce de lisina, de la kiotorfina, de la angiotensina,
de la encefalina, de la dinorfina y la hemisintesis de insulina humana (Guzman y col.,
2007).

Algunos péptidos pequefios han sido sintetizados a escala comercial en
reactores enzimaticos continuos (Herrmann y col., 1991; Serralheiro y col., 1994).
Kimura y col. (1990 b,c) han propuesto diversos tipos de reactores para sintetizar
péptidos de aminodcidos esenciales utilizando papaina, a-quimotripsina, Yy
termolisina. Telios Pharmaceutical Co. ha explorado la sintesis enzimatica del
tripéptido Arg-Gly-Asp como un nuevo farmaco para la cicatrizacion de quemaduras
y Ulcera cutanea (Chen y col., 1998).

La sintesis de péptidos por proteasas puede proceder por dos mecanismos:
control termodinadmico y cinético (Kumar y Bhalla, 2005).

1.4.1. Sintesis bajo control termodinamico
La sintesis controlada termodindmicamente (TCS) de péptidos con proteasas
representa la reaccion inversa de la hidroélisis del enlace peptidico, como se muestra

en el esquema (Jakubke y col., 1985):

Kion Kcon
R'COZH + H2NR"

_ +
R'COO + H3NR" R'CO-NHR" + H0

Donde Kion es la constante de equilibrio de ionizacion y Kcon es la constante
de equilibrio de conversion.

Las proteasas, como cualquier catalizador, no alteran el equilibrio de la
reaccion sino simplemente aumentan la velocidad de la reaccion para alcanzarlo. De
acuerdo con el principio de reversibilidad microscépica, tanto la formacion del
enlace peptidico como su hidrolisis proceden por el mismo mecanismo y a traves del
mismo intermediario. La formacion de un intermediario acilo de un &cido carboxilico
es una reaccion muy lenta y representa la etapa limitante en TCS (Sakina y col.,
1988).
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Las principales ventajas de la TCS son el uso de un donador de acilo con el
grupo carboxilico libre y la posibilidad de utilizar cualquier tipo de proteasas,
independientemente de su mecanismo catalitico. Sus principales desventajas son las
bajas velocidades de reaccion y de rendimiento del producto (determinado por la
constante de equilibrio de la reaccion), la alta razén masica enzima: sustrato que
suele ser requerida y la necesidad de encontrar condiciones adecuadas de reaccion
para desplazar el equilibrio hacia la sintesis (Bordusa, 2002). Esto en la préactica
puede producir severos compromisos con la actividad y la estabilidad de la enzima.

Del esquema anterior, es evidente que el equilibrio se desplazara hacia la
hidrélisis en un medio acuoso. El desplazamiento del equilibrio hacia la formacion
del enlace peptidico se puede lograr mediante la manipulacion del equilibrio de
ionizacion (es decir, por cambio de pH), del equilibrio de la reaccion (es decir, por
precipitacion del producto) o por modificacion de la composicién del medio (por
reduccion de la actividad de agua del medio de reaccion) (Jakubke y col., 1985).

La adicion de cosolventes organicos y el uso de sistemas heterogéneos liquido-
liquido (bifasicos acuoso-organico) son buenas estrategias para desplazar el
equilibrio hacia la sintesis. La presencia de solventes organicos reducira la actividad
de agua en el medio de reaccidn, lo que favorecera el equilibrio, y también reducira
la constante dieléctrica del medio y la acidez del grupo carboxilico del donador de
acilo y asi, se aumentara la constante de equilibrio Kion para promover la reaccion
de sintesis. El uso de cosolventes es una estrategia bastante simple, pero las altas
concentraciones de los mismos son generalmente perjudiciales para la actividad
enzimatica (lllanes y col., 2009a, b; Barberis y col., 2008).

En sistemas bifasicos, la particion de los productos peptidicos de la fase acuosa
(que contiene la enzima) a la fase organica desplaza el equilibrio hacia la sintesis,
con el beneficio adicional de que el producto ya no se encuentra sometido a la
hidrolisis. Sin embargo, las velocidades de reaccion en los sistemas bifasicos son
bajas debido a la limitacion por difusion del sustrato a través de la interfase. Ademas,
las proteasas tienden a desnaturalizarse en la interfase agua-solvente organico
(Halling, 1994).
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El uso de solventes organicos hidrofébicos con muy bajo contenido de agua
puede, en principio, ser eficaz para la sintesis de péptidos porque reduce la reaccién
reversa de hidrolisis del producto peptidico formado. Sin embargo, las proteasas en
dichos medios organicos suelen mostrar muy baja actividad y estabilidad, y los
sustratos y productos suelen ser poco solubles en este tipo de medios de reaccion.
Sustituir el agua esencial para la biocatalisis por otro solvente organico capaz de
formar enlaces puente de hidrdégeno puede aumentar la solubilidad de los reactantes y
de la enzima.

En resumen, cada proceso de TCS requiere de un estudio particular para
determinar cudl es el mejor medio de reaccion: sistemas miscibles (agua — solvente
organico miscible), sistemas bifasicos (agua — solvente organico inmiscible),
sistemas continuos (solvente hidrofébico con baja actividad de agua), miscelas
reversas (agua — solvente organico inmiscible — surfactante). Sin embargo, es
esencial considerar también las caracteristicas de la reaccion, las propiedades fisico-
quimicas de los sustratos y productos, asi como también la robustez del
biocatalizador (estabilidad y actividad) y las preferencias (especificidad) del

biocatalizador en dichos sistemas.

1.4.2. Sintesis bajo control cinético
La sintesis cinéticamente controlada (KCS) de péptidos utilizando proteasas, se

puede representar mediante el siguiente esquema (Bordusa, 2002):

k
EH + AcX [E..Ac-X] 1—2> Ac-E 'ﬁ’—20> EH + Ac-OF
HX N
HN[+HN T2 —HN

k
[AC-E..HN] Z—% » EH +Ac-N

Donde: EH es la enzima libre; Ac-X es el sustrato donador de acilo; [E..Ac-X] es el
complejo acil-enzima de Michaelis-Menten; HX es el grupo saliente; Ac-E es el
intermediario acil-enzima, HN es el sustrato aceptor (nucledfilo), Ac-N es el
producto de la sintesis (péptido) y Ac-OH es el producto de hidrolisis del donador de

acilo.
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Como se muestra en el esquema anterior, el donador de acilo, que necesita ser
activado en forma de un éster, una amida o un nitrilo, primero se une a la enzima
para formar un complejo tetraédrico enzima-sustrato [E...Ac-X] que colapsa para
formar el intermediario covalente acil-enzima [Ac-E]. Este intermediario puede
sufrir ataque nucleofilico por el agua o por un nucleoéfilo (HN), que puede ser una
amina, un alcohol o un tiol, que competird con el agua por la reaccion de
desacilacion. El éxito de la reaccion de sintesis dependerd de la cinética de estas
reacciones nucleofilicas; es por eso que esta estrategia se denomina "control
cinético".

En oposicion a la TCS, sélo las proteasas serinica o cisteinicas pueden ser
utilizadas para realizar la KCS, porque en este caso la enzima actla como una
transferasa y cataliza la transferencia de un grupo acilo desde el donador de acilo al
aminoacido nucleofilo a través de la formacion de un intermediario acil-enzima.
Generalmente, la KCS procede méas rapido y requiere menor razén masica enzima:
sustrato que la TCS porque el donador de acilo se encuentra ahora en la forma de un
acido carboxilico activado (Bordusa, 2002). A su vez, en la KCS la conversion del
sustrato a producto no esta limitada por el equilibrio de la reaccion pero la
desventaja es que el punto de méximo rendimiento es transiente, lo que hace mas
compleja la operacion de detencion de la reaccion y recuperacion del producto.

Papaina, termolisina, tripsina y a-quimotripsina son las enzimas mas utilizadas
en la KCS (Miyazawa y col., 2014; Bjorup y col., 1998; Fité y col., 2002). Es
deseable que el producto peptidico sea retirado del medio de reaccion para evitar la
hidrélisis secundaria no deseada. El rendimiento en producto del péptido dependera
de la razon entre las constantes de velocidad aparente transferasa a hidrolasa (KT/KH
app) y la velocidad a la que se hidroliza el producto peptidico. Las proteasas
utilizadas en la KCS tienen valores de (KT/KH) aparente en el rango de 102 a 104
(Kasche, 1996).

Los sistemas bifasicos no son adecuados para llevar a cabo la KCS ya que en
este caso, los ésteres neutros, comdnmente utilizados como donantes de acilo,
particionan con dificultad a la fase acuosa y por lo tanto la concentracién en ella,

donde se produce la reaccion enzimatica, es baja. Sin embargo, la sintesis de N-a-
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CBZ-Ala-Phe.OMe (un dipéptido saborizante para la industria alimenticia) se llevo a
cabo con éxito en un sistema bifasico compuesto por buffer Tris-HCI (pH 8,5) y
acetato de etilo (50% (v/v)), utilizando un extracto proteolitico crudo obtenido a
partir del latex de Araujia hortorum Fourn. (Quiroga y col., 2008). En este caso, el
favorable coeficiente de particion del producto de la fase acuosa a la fase organica
facilito su recuperacion y aumentd el rendimiento de la reaccion. Ademas, el
biocatalizador exhibié una alta especificidad y selectividad para la sintesis del
dipéptido deseado sin polimerizacion significativa. Cuando la misma reaccién se
llevé a cabo utilizando papaina como biocatalizador, se obtuvo un derivado
polimérico de Phe como producto de reaccion.

La disminucion de la actividad de agua mediante el uso de un cosolvente
organico favorece la KCS (al igual que la TCS), mediante la reduccién de la
hidrolisis del intermediario acil-enzima y del producto final, aunque nuevamente, el
medio de reaccion puede ser perjudicial para la enzima (Barberis y col., 2002).

Temperatura, pH, razobn masica enzima: sustrato, son algunos de los
parametros que afectaran la KCS. Un aumento en la concentracion del nucledfilo
supone un aumento en la velocidad del ataque nucleofilico al intermediario acil-
enzima (Jakubke y col., 1985) y un aumento del pH también sera beneficioso ya que
aumentara el pK del nucleofilo, cuya Unica forma reactiva es la especie neutra
(Barberis y col., 2002; Bordusa, 2002).

En KCS las propiedades de la enzima seran determinantes en el rendimiento de
la reaccion, lo que no ocurre en TCS donde ello esta limitado por el equilibrio de la
reaccion. Ademas, la velocidad de la reaccion esta determinada principalmente por la
especificidad de la enzima por el donador de acilo. No obstante, es esencial el enlace
especifico del nucledfilo al subsitio S' de la proteasa para obtener un alto rendimiento
de sintesis. Dado que tanto la especificidad por el donante de acilo como la union del
nucledfilo al subsitio S’ son parametros propios de cada enzima, la eficiencia de la
KCS vy el potencial como biocatalizador para la sintesis de péptidos diferencian

mucho una proteasa de otra.
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1.5.  Estrategias de sintesis enzimatica de péptidos

A pesar de sus buenas propiedades cataliticas, las proteasas no son
catalizadores ideales para la sintesis de péptidos. Su especificidad y selectividad
pueden limitar su potencial, particularmente en el caso de péptidos grandes, donde se
producen reacciones hidroliticas no deseadas sobre el producto formado y los
sustratos. Ademaés, el uso de medios de reaccion no convencionales, tales como
aquellos que contiene solventes organicos, y las condiciones de temperatura y pH
requeridos para la sintesis pueden ser perjudiciales tanto para la actividad proteolitica
como para la estabilidad de la enzima (Barberis y col., 2002; Bordusa, 2002; Quiroga
y col., 2005). Sin embargo, hay diferentes estrategias para superar tales problemas,
que comprenden la ingenieria del medio de reaccion, del biocatalizador y de los

sustratos (Lombard y col., 2005).

1.5.1. Ingenieria del medio de reaccion: Sistemas homogéneos y heterogéneos
(macroheterogéneos y microheterogéneos).

La ingenieria de medios se refiere a la manipulacién racional de los medios de
reaccion para influenciar positivamente sobre las propiedades de las enzimas como
biocatalizadores de las reacciones de sintesis (Clapés y col., 1990; Ryu y Dordick,
1992; Wescott y Klibanov, 1994). Esto frecuentemente implica la sustitucion de los
medios acuosos usuales por un medio no convencional en el cual el agua ha sido
reemplazada parcialmente o principalmente por otro solvente (Hari Krishna, 2002).

Hay béasicamente dos tipos de sistemas biocataliticos en medios no
convencionales: homogéneos y heterogéneos.

Los sistemas homogéneos estan formados por una mezcla de agua y un
solvente orgéanico miscible con el agua (Castro y Knubovets, 2003). Los sistemas
heterogéneos contemplan una segunda fase por la presencia de un solvente
inmiscible con el agua (Krieger y col., 2004) y pueden ser divididos en: -
macroheterogéneos, en los cuales las dos fases liquidas inmiscibles son perceptibles
a simple vista, y microheterogéneos, en el cual una de las dos fases (usualmente la

fase acuosa que rodea a la enzima) no es perceptible a simple vista.
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Ambos sistemas pueden realizarse con la enzima disuelta en el medio de
reaccion o insolubilizada en él, ya sea porque la proteina enzimatica es insoluble en
el medio de reaccion o porque se encuentra inmovilizada en un soporte (carrier)
(Illanes y Barberis, 1994). En este Gltimo caso, el sistema sera siempre de naturaleza
heterogénea.

El reemplazo de agua por otro solvente puede ser beneficioso para la sintesis
enzimética de péptidos por una o varias de las siguientes razones, las cuales aplican
de manera diferente a cada uno de los sistemas arriba mencionados: el aumento de la
solubilidad de los sustratos peptidicos, especialmente de los aminoacidos
hidrofébicos, la atenuacion de la reversibn o competicién de las reacciones
hidroliticas, la reduccién de la hidrolisis de los productos de la reaccion, la
simplicidad de recuperacion de los productos y/o del biocatalizador, y el aumento de

la estabilidad térmica del biocatalizador.

1.5.1.1. Sistemas homogéneos

Los sistemas homogéneos estan compuestos por una mezcla de agua y un
solvente organico miscible con el agua (cosolvente), dentro de la cual la enzima se
encuentra disuelta (Torres y Castro, 2004).

En concentraciones moderadamente altas los cosolventes son usualmente
perjudiciales para la actividad enzimatica porque tienden a penetrar en el
microambiente acuoso que rodea a las moléculas de enzimas, alterando los patrones
de interaccion de la enzima con el solvente y distorsionando su estructura
tridimensional (Klibanov, 1986; Zaks y Klibanov, 1988). Sin embargo, los polioles
y glymes son notables excepciones a lo anterior (Castro, 2000; Illanes y Fajardo,
2001). Otra forma de enfrentar el problema de la inactivacion enzimatica es la
inmovilizacion, siendo wusual utilizarlas en esta configuracion en sistemas
homogeéneos.

Hay varios ejemplos de proteasas y otras enzimas que catalizan la formacion de
enlaces peptidicos que han sido exitosamente empleadas en la sintesis de péptidos en

tales medios (lllanes y col., 2009a; Yazawa y Numata, 2014).
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Varios estudios han informado el efecto de los cosolventes sobre la actividad y
la estabilidad de las proteasas y otras enzimas, en relacion con el comportamiento de
ellas en medios acuosos (Rodakiewicz-Nowak y col., 2000). En general, tanto la
actividad como la estabilidad de dichas enzimas se han visto deterioradas, con las

excepciones anteriormente sefialadas.

1.5.1.2. Sistemas heterogéneos

Los sistemas heterogéneos estan compuestos por dos liquidos inmiscibles, que
usualmente son agua y un solvente organico hidrofébico (Xu y col., 2013; Barberis y
col., 2008).

Los sustratos se pueden disolver en la fase orgéanica o en la fase acuosa, pero
independientemente de la particion del sustrato, el biocatalizador siempre se
disolvera en la fase acuosa.

El producto peptidico formado puede particionar a la fase organica, lo cual es
altamente deseable para evitar su hidrdlisis y conducir el equilibrio hacia la sintesis
(Bordusa, 2002).

Los sistemas bifasicos han sido extensamente usados para la sintesis
enzimética de péptidos y representan una buena estrategia porque son altamente
flexibles y se pueden acomodar a las propiedades de los sustratros y productos
(Murakami y col., 2000; Barberis y col., 2002, 2006 y 2008; Trusek-Holownia,
2003).

El principal inconveniente de los sistemas bifasicos es la presencia de una
interfase que puede provocar restricciones difusionales a los sustratos y asi, reducir la
velocidad de la reaccién. Si bien con intensa agitacion se puede mejorar este efecto,
la misma puede promover la inactivacion de la enzima en la interfase (Barros y col.,
2000). No obstante, este efecto no ha sido observado en las sintesis de péptidos
Ilevadas a cabo en nuestro laboratorio utilizando fitoproteasas (Morcelle y col., 2006;
Quiroga, 2005).

La suspension de las enzimas practicamente anhidras en solventes organicos
hidrofobicos se puede considerar como un sistema microheterogéneo, en el sentido

que la fase liquida aparece como homogénea a simple vista; pero es un sistema
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microscopicamente heterogéneo ya que la enzima sélida se encuentra cubierta de una
delgada capa de agua unida fuertemente a ella y suspendida en el solvente organico
hidrofébico que la rodea. La enzima se encuentra protegida del solvente orgéanico
hidrofébico, que es muy agresivo, por una capa de enzima desnaturalizada
(Klibanov, 2001). Esta fue considerada como la méas simple y promisoria estrategia
para la sintesis enzimatica de péptidos, puesto que explota las mayores ventajas de
trabajar en medios no convencionales, principalmente la alta estabilidad, los cambios
favorables en la especificidad de sustrato y la facilidad de recuperar el biocatalizador
y el producto de la reaccion (Westcott y Klibanov, 1994). El biocatalizador
enzimatico es simplemente un precipitado acetonico o un liofilizado de la enzima, el
cual se suspende en un medio organico en el cual es completamente insoluble
(Vossenberg y col., 2012a).

La inmovilizacion no es esencial porque la enzima esta insoluble en el medio
de reaccién, aunque puede ser conveniente por ofrecer una mayor superficie de
contacto con el sustrato y proveer una estabilizacion adicional.

Los mejores resultados se han obtenido con solventes muy hidrofébicos (log P
> 4; donde P es el coeficiente de particion entre n-octanol y agua), ya que la intrusién
de dichos solventes en la capa de agua es menos probable y en consecuencia, la
enzima estd méas protegida del contacto directo con las moléculas del solvente
organico (Zaks y Klibanov, 1988).

La actividad de una enzima en tales medios es altamente dependiente del pH de
la solucion acuosa desde la cual fueron obtenidas (por precipitacion o liofilizacion).
Este fenomeno se denomind “memoria al pH” y se atribuye a que la enzima en un
medio hidrofdbico retiene el estado de protonacion de la solucion acuosa a la cual ha
sido expuesta previamente, lo que ha sido dilucidado por espectroscopia infrarroja
por transformadas de Fourier (FTIR) (Klibanov, 2001).

Més alla de las ventajas antes citadas, esta estrategia tiene serios
inconvenientes, siendo el mas importante de ellos la dramatica disminucion de la
actividad que las enzimas usualmente expresan en esta clase de medios (Quiroga y
col., 2005). Sin embargo, mediante la adicion de formamida o etilenglicol (solventes

que imitan al agua) al medio de reaccion o de éteres corona durante la preparacion de
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enzimas liofilizadas se han logrado mejores resultados (van Unen y col., 2002).
Ademas, los solventes hidrofobicos no solubilizan algunos de los sustratos usados en
las reacciones de sintesis, lo cual también se aplica a la sintesis de péptidos.

Otro sistema que puede ser considerado como microheterogéneo son las
micelas reversas, las cuales se forman espontaneamente cuando pequefias cantidades
de agua se adicionan al solvente hidrofébico en la presencia de un surfactante y bajo
agitacion (Goémez-Puyou y  GOmez-Puyou, 1998). Se ha afirmado que el
microambiente de la cavidad interna de las micelas es mas natural para la enzima que
el medio acuoso, lo que conduce en algunos casos a un aumento de la expresion de
su potencial catalitico (Castro y Cabral, 1989). Sin embargo, las micelas tienen
varios inconvenientes: son débiles mecanicamente, no hay métodos racionales para
su optimizacion y el agente tensioactivo perjudica la recuperacion y purificacion de
los productos (Bordusa, 2002). Los péptidos t-Boc-Arg-Gly-OEt y Ac-Gly-Asp-
diOMe se han sintetizado con éxito bajo control cinético en medio orgéanico,
utilizando proteasas inmovilizadas en micelas reversas (Chen y col., 1998).

Una alternativa a las clasicas micelas reversas, son las micelas formadas por
emulsiones agua en aceite (W/O), pero con alto contenido de agua (95 %), las que
han sido propuestas por Clapés y col. (2001). Este sistema es opuesto al de las

micelas reversas, y su aplicacion en biocatalisis es muy limitada.

1.5.2. Ingenieria del biocatalizador

La ingenieria del biocatalizador se refiere a todas las estrategias dirigidas a
obtener biocatalizadores adecuados para ser utilizados bajo las condiciones de
sintesis e incluye alternativas que van desde la modificacion quimica a la ingenieria
genética y de proteinas (Bordusa, 2002; Adamczak y Hari-Krishna, 2004; Hudson y
col., 2005; Genosphere Biotechnologies, 2012).

La solubilizacion de las enzimas en solventes organicos casi anhidros puede ser
lograda mediante su modificacion quimica. Tales modificaciones incluyen la
acetilacion no especifica de los grupos amino libres de la enzima (Murphy y
O’Fagain, 1997), y las modificaciones especificas con polimeros hidrofilicos que se

unen a grupos anfipaticos en la superficie de la enzima (Salleh y col., 2002).
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Otra estrategia para mejorar el desempefio del catalizador enzimatico considera
la manipulacion de los genes que codifican la sintesis de la proteina enzimética
(Arnold, 2001).

El disefio racional de proteinas fue la primera metodologia utilizada en
ingenieria de enzimas, la que consiste en un conjunto de técnicas de biologia
molecular, tales como la mutagénesis sitio dirigida, y es una poderosa herramienta
para analizar la relacion estructura-actividad y seleccionar enzimas mutantes con
propiedades mejoradas de actividad, estabilidad y especificidad (lllanes y col., 2012).
El éxito del disefio racional depende de los avances realizados en términos de
determinacion estructural, protocolos de modelamiento computacional y obtencion
de relaciones estructura — actividad (Adamczak y Hari Krishna, 2004).

Otra estrategia basada en técnicas de biologia molecular para mejorar el
desempefio de las enzimas es la evolucion dirigida, la cual es adecuada cuando no
hay disponible suficiente informacion sobre la estructura de la enzima (Dalby, 2011).
La evolucidn dirigida consiste basicamente en series secuenciales de mutagénesis al
azar de uno 0 mas genes enzimaticos de partida, seguidas de una etapa de seleccion o
enriquecimiento de las variantes enzimaticas con propiedades deseables (lllanes y
col., 2012). La mutagénesis al azar ha sido exitosamente aplicada para mejorar la
estabilidad térmica de subtilisina (Adamczak y Hari Krishna, 2004).

La insolubilizacion del biocatalizador por inmovilizacién a un soporte sélido o
por agregacion proteica (CLEC y CLEA) representa la estrategia mas relevante de la
ingenieria del biocatalizador para producir catalizadores enziméticos robustos,
adecuados para soportar las condiciones rigurosas (pH extremo, temperatura elevada,
disolventes organicos y estrés mecanico) que prevalecen durante las reacciones de
sintesis (Sheldon, 2011; Bernal y col., 2013; Bernal y col., 2014; Urrutia y col.,
2013; Islan y col., 2014; Alvarenga y col., 2014; Romero y col., 2004; Santibafiez y
col., 2014).

La inmovilizacion se considera una plataforma tecnoldgica crucial para la
preparacion de biocatalizadores con propiedades mejoradas que permitan lograr un

Optimo desemperio bajo condiciones de proceso (Agyei y Shanbhag, 2015).
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Mediante diferentes tipos de inmovilizacion se ha logrado mejorar la
estabilidad y actividad de diversos biocatalizadores en diferentes condiciones de
reaccion, permitiendo su reso después de varios ciclos del proceso y operar en
procesos continuos, lo que se traduce en la reducciéon de la cantidad de enzima
requerida y de los costos de produccion (lllanes y col., 2012; Singh y col., 2013). El
aumento de la estabilidad se atribuye a la conformacién mas rigida del biocatalizador
inmovilizado, lo que impide el despliegue de la enzima y la modificacion de su sitio
activo (Azevedo y col.,, 2001; Villeneuve y col., 2000). Los principales
inconvenientes radican en la pérdida de la actividad enzimatica durante el proceso de
inmovilizacion y los altos costos de operacion para la produccion de las enzimas
inmovilizadas (Sheldon y van Pelt, 2013).

Los métodos de inmovilizacion se pueden dividir en dos categorias: -
inmovilizacion en una matriz inerte (carrier bound) o - inmovilizacion libre de

soporte (carrier free) (Cao y col., 2003).

1.5.2.1. Inmovilizacion en una matriz inerte
Inmovilizacion covalente

Esta metodologia se basa en la activaciéon de grupos quimicos del soporte para
que reaccionen con residuos aminoacidicos de la proteina. Entre los 20 aminoacidos
que conforman la estructura de las enzimas, los méas involucrados en la formacion de
enlaces con el soporte son Lys, Cys, Tyr e His, y en menor medida Met, Trp, Arg,
Asp y GIn. El resto de los amino4cidos debido a su caracter hidrofdbico, no se
encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden
intervenir en la union covalente (Tran y Balkus, 2011; Barbosa y col., 2015).

Mas recientemente se han desarrollado soportes heterofuncionales los cuales,
ademas de tener grupos reactivos epoxi, poseen un segundo grupo reactivo en el
soporte (ej: grupos amino). Esto permite modificar la orientacion de la enzima
durante la inmovilizaciéon, lo que resulta en algunos casos en una mayor
estabilizacion (Mateo y col., 2006, 2010). Esta técnica consta de dos pasos, en el
primero se lleva a cabo la activacion del soporte y en el segundo la aminacion del

mismo (Vieira y col., 2011). Este método le confiere una alta estabilidad operacional
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a la enzima y es bastante flexible, por lo que la inmovilizacion puede adaptarse a las

caracteristicas particulares de cada proceso (lllanes y col., 2012).

Inmovilizacion por adsorcion (unién no covalente)

Es llevada a cabo adsorbiendo la enzima sobre un soporte solido mediante
interacciones de van der Waals, electrostaticas, y/o hidrofdbicas (Stepankova y col.,
2013). Este es un meétodo simple y el soporte se puede recuperar después del
agotamiento de la actividad enzimatica, mediante la desorcion de las proteinas.

Los rendimientos de inmovilizacion son generalmente altos y no involucra
reactivos perjudiciales para el medioambiente. El principal inconveniente del método
es que la enzima se puede desorber facilmente de su soporte, ain por cambios sutiles

en el medio de reaccién (lllanes y col., 2012).

Inmovilizacion por entrampamiento

Consiste en la retencion fisica de la enzima en las cavidades interiores de una
matriz solida porosa constituida generalmente por polimeros del tipo poliacrilamida,
colageno, alginato, carragenato o resinas de poliuretano. El entrampamiento puede
ser en geles o en fibras sintéticas, que suelen ser mas resistentes que los geles. En el
primer caso, la enzima queda atrapada en el interior de un gel, mientras que en el
segundo caso la enzima se encuentra ocluida dentro de las microcavidades de la fibra
sintética.

El entrampamiento es experimentalmente simple y la enzima no sufre ninguna
alteracion en su estructura. Sin embargo, requiere un control riguroso de las
condiciones de polimerizacion de los mondmeros (lograda por un cambio de
temperatura 0 mediante la adicién de un reactivo quimico) que formaran el soporte,

para evitar alteraciones de los grupos reactivos de la proteina (Arroyo, 1998).

1.5.2.2. Inmovilizacion libre de soporte
El uso de un soporte generalmente conduce a la disminucion de la actividad
enzimatica. Este inconveniente no se supera aumentando la carga enzimatica porque

la pérdida de actividad ocurre debido a las restricciones difusionales internas de los
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sustratos y a la posibilidad de unirse la enzima a traveés de grupos funcionales
involucrados en su sitio activo. En consecuencia, existe un interés creciente en
desarrollar la inmovilizacién libre de soportes, como los CLEAs. Ademaés, la
produccidn de éstos es simple y economica porque no se requiere proteina purificada
o cristalizada como material de partida, ni de un soporte inerte (Sheldon, 2011,
Sheldon y van Pelt, 2013; Roessl y col., 2010). En este método, la enzima constituye
su propio soporte de modo que se obtienen concentraciones proximas al limite
tedrico de empaque (Cao y col. 2000; Cao, 2005).

Las enzimas inmovilizadas libres de soporte se preparan por entrecruzamiento
quimico de la proteina, utilizando glutaraldehido como principal agente de
entrecruzamiento. Esta estrategia ha sido aplicada para el entrecruzamiento de
enzimas en solucién (CLES), de cristales enzimaticos (CLEC) y, mas recientemente,

de agregados enzimaticos (CLEAS) (Illanes y col., 2012; Vossenberg y col., 2012 b).

Entrecruzamiento de enzimas en solucion (CLEs)

Los CLEs son obtenidos por entrecruzamiento de las enzimas disueltas, a
través de la reaccion de los grupos -NH, de su superficie con un reactivo quimico
bifuncional, tal como glutaraldehido (Sheldon y van Pelt, 2013). En la actualidad ya
no se utilizan a nivel de proceso, principalmente debido a sus malas propiedades

mecanicas y severas limitaciones de transferencia de masa (lllanes y col., 2012).

Entrecruzamiento de cristales enzimaticos (CLEC)

Los CLEC se forman por cristalizacion de la proteina enzimética y posterior
entrecruzamiento con el reactivo bifuncional, normalmente glutaraldehido
(Stepankova y col., 2013; Sheldon y van Pelt, 2013; Abraham y col., 2004). Son
biocatalizadores robustos, altamente activos y de tamafio de particula controlable,
variando de 1 a 100 pum.

Los CLEC son significativamente mas resistentes que la enzima soluble a la
desnaturalizacion por calor, por disolventes organicos y por proteolisis. Su
estabilidad operativa y facilidad de reciclaje, sumado a su alta productividad

catalitica, los hace muy atractivos para biotransformaciones industriales (Amorim
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Fernandes y col., 2005). Sin embargo, un inconveniente inherente a los CLEC es la
necesidad de cristalizar la enzima previamente, lo cual se traduce en costos altos para

muchas aplicaciones (Sheldon y van Pelt, 2013; Wilson y col., 2006b).

Agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS)

Los CLEAs son producidos por la formacion de uniones covalentes (mediante
un agente de entrecruzamiento) entre los agregados enziméticos obtenidos mediante
técnicas convencionales sencillas de precipitacion de proteinas, tales como sales
(sulfato de amonio y de sodio), solventes organicos (etanol, acetona) o polimeros no
ionicos (polietilenglicol) (Cao, 2005; Stepankova y col., 2013).

Este método presenta mejores propiedades mecanicas que los CLES y mayores
rendimientos de actividad. Su produccion es mas simple y economica que los CLECs
porque no se requiere proteina purificada y cristalizada como material de partida
(Sheldon, 2011; Roessl y col., 2010).

Existen diferentes tipos de CLEAs:

- Por co-agregacion de la enzima y el polimero o por encapsulacion en

particulas de gel (Wilson y col., 2006a,b).

- CLEAs de enzimas multiméricas con estabilidad aumentada mediante la

prevencion de la disociacion de las subunidades (Wilson y col., 2004a,b).

- Combi-CLEAs que permiten maultiples reacciones en cascada (Dalal y col.,

2007; Sheldon y col., 2007).

1.5.2.3. Eleccién del método de inmovilizacion

Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizacion a
numerosas enzimas, se reconoce que no existe un método universalmente valido. No
obstante, debido a la abundante informacion disponible se pueden comparar y
seleccionar los métodos mas adecuados para cada aplicacion especifica (Tabla 1).

La eleccion debe tener en cuenta las condiciones de la reaccion, el tipo de
sustrato y el tipo de reactor a utilizar, entre otros.

En general, los métodos de preparacion dificil y de mayor costo proporcionan

biocatalizadores mas estables y duraderos; en cambio, aquellos métodos mas
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sencillos como la adsorcién, donde la union de la enzima con el soporte es débil,
originan derivados inmovilizados que presentan pérdidas de actividad y que,
operacionalmente, deben ser reemplazados frecuentemente (Arroyo, 1998).

Tabla 1: Comparacion de los diferentes métodos de inmovilizacion.

Método Entrampamiento Entrecruzamiento Adsorcion Unién
covalente

Preparacion Dificil Intermedia Sencilla Dificil
Fuerza de union Media Debil-Media Media Fuerte
Actividad enzimatica Baja Baja Media Alta
Regeneracion soporte  Imposible Imposible Posible Dificil
Costo del proceso Medio Medio Bajo Alto
Estabilidad Alta Alta Baja Alta
Resistencia ) )

o Si Si No No
microbiana

1.5.3. Ingenieria de sustrato

La mayoria de las proteasas son capaces de reconocer a mas de un aminoacido
como sustrato, pero no todas ellas son capaces de acoplar cualquier secuencia de
amino&cidos (Bordusa, 2002).

Debido a la especificidad de las proteasas, pueden actuar como donadores de
acilo aquellos aminoacidos cuya cadena lateral pueda ser reconocida por el subsitio S
de la enzima. Por ejemplo, tripsina requiere sustratos que contengan Arg o Lys como
carboxilo terminal. En cambio, los nucledfilos se reconocen en la region S' de la

enzima (Figura 3).
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péptido con C-terminal activado)

Producto peptidico

Figura 3. Sintesis de péptidos catalizada por proteasas de acuerdo a la nomenclatura
de Schechter and Berger (Schechter y Berger, 1967).

La velocidad de la reaccion estd determinada principalmente por la
especificidad de la enzima hacia el donador de acilo, y la union especifica del
nucledfilo al subsitio S' de la proteasa es critica para garantizar altos rendimientos
(Schechter and Berger, 1967).

Por otra parte, la manipulacion del grupo saliente del donador de acilo es
generalmente Gtil para aumentar la especificidad de la proteasa hacia un aminoéacido
por el que la proteasa habia demostrado previamente una menor preferencia,
aumentando la velocidad de la reaccion (Miyazawa y col., 2014). En KCS, es
habitual utilizar amino&cidos sintéticos como donadores de acilo conteniendo
diferentes grupos salientes (nitrilo, amino, oxialquil derivados, p-nitrofenilo, p-
nitroanilina, entre otros).

La manipulacion del grupo saliente afecta la relacion amindlisis / hidrdlisis de
un donador de acilo y como consecuencia, el rendimiento de conversién en producto,
aunque el intermediario acil-enzima formado sea el mismo.

Otra estrategia es el uso de sustratos miméticos, los cuales permiten la
formacion de un intermediario acil-enzima y el ataque nucleofilico que da lugar a la
formacion de la unién peptidica, pero ésta no puede ser hidrolizada porque no se
corresponde con la especificidad de la proteasa (Lombard y col., 2005; Grinberg y
col., 2000).

1.6.  Avancesy desafios de la sintesis enzimatica de péptidos
El desarrollo de nuevos métodos adecuados para la produccion en gran escala

de péptidos biologicamente activos con proteasas ha sido intensamente investigado
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en las Gltimas décadas. Sin embargo, las enzimas son por lo general catalizadores
labiles, por lo que se requiere de proteasas mas activas, especificas y estables,
intentdndose mejorar las proteasas existentes mediante el uso de tecnologias
novedosas de ingenieria genética y de proteinas (Bernal y col., 2018; Xu y col.,
2013).

El disefio de procesos que involucran reacciones enziméticas implica la
optimizacion de los parametros operacionales mas relevantes: pH, temperatura,
concentracion de solvente organico, actividad y estabilidad de la enzima bajo las
condiciones de operacion, solubilidad de los reactantes y estabilidad de los sustratos
y productos.

La cantidad de variables criticas de un proceso enzimatico hace que la
optimizacion de los rendimientos de conversion y productividades en funcion de la
economia del proceso sea dificultosa (lllanes y Wilson, 2003). En este sentido, la
sintesis enzimética de péptidos es una tecnologia menos madura que la sintesis
quimica y no hay ningun protocolo de sintesis establecido, siendo cada situacion un
caso particular que tiene que ser extensamente estudiado y optimizado para ser
tecnoldgicamente competitivo (Barberis y col., 2008).

La alta especificidad y reactividad bajo condiciones suaves de operacién, lo
cual es una caracteristica de los procesos enzimaticos, puede tener un fuerte impacto
sobre el analisis econdmico, ya que reducird el niUmero de operaciones requeridas
para la sintesis y el gasto de energia, disminuyendo el impacto ambiental, como
consecuencia de la menor cantidad de efluentes y el mas bajo indice de toxicidad que
en los procesos quimicos. Este Gltimo aspecto es muy relevante, ya que los procesos
enzimaticos se pueden considerar como una tecnologia limpia (green technology),
mas acorde con el concepto de desarrollo sustentable.

El tamafio de los péptidos es la mayor restriccion para la sintesis enzimatica,
puesto que no se ha desarrollado ninglin protocolo automatizado que permita el
crecimiento de la cadena peptidica. Ademas, los requerimientos de proteccion y la
modificacion de las variables operacionales en cada etapa dificultan el proceso, de
modo que en la préactica solo péptidos pequefios (de menos de 10 residuos de

aminoacidos) han sido sintetizados enziméaticamente con moderado éxito. Entre ellos
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se consignan agentes antibidticos y antivirales, péptidos neuroactivos,
anticancerigenos, reguladores enzimaticos e inhibidores, hormonas y péptidos
inmunoactivos, péptidos funcionales de interés nutricional y sensorial, antioxidantes,
y surfactantes (Barberis y col., 2008; Vlieghe y col., 2010; Dabur Research
Foundation, 2003; Pharmacia Ab, 2007; Tanaka y col., 2009).

La baja expresion de la actividad enzimatica en solventes no acuosos ha sido
mejorada con el tratamiento de las enzimas con éteres en corona (van Unen y col.,
2002).

La sintesis de péptidos utilizando solventes organicos como medio de reaccion
permanece limitada a la sintesis de di y tripéptidos. No obstante, una interesante
estrategia fue disefiada para la sintesis enzimatica del octapéptido del extremo C-
terminal de colecistoquinina (CCK-8), el cual es un péptido biolégicamente activo y
de interés terapéutico para controlar la funcion gastrointestinal. La sintesis fue
llevada a cabo en medio orgénico y fue disefiada de modo convergente, en el cual un
tripéptido y un pentapéptido fueron sintetizados separadamente utilizando papaina,
a-quimotripsina y termolisina (todas proteasas disponibles comercialmente y de bajo
costo), y finalmente, se unieron enzimaticamente los dos fragmentos (Fité y col.,
2002). El proceso se escal6 a nivel de planta piloto y se realiz6 el analisis econémico
del mismo. El rendimiento global del proceso fue bastante bajo y el requerimiento de
proteccién en las diferentes etapas del proceso fue el mayor obstaculo para llegar a
una operacién econdmicamente viable en gran escala. Sin embargo, la estrategia
puede ser de utilidad para otros péptidos biol6gicamente activos.

El gran potencial de la sintesis enzimética de péptidos es la fuerza motriz de la
investigacion en torno al disefio de nuevos biocatalizadores enzimaticos, de sustratos
y medios de reaccion. Los avances en estas areas ya son muy importantes, de modo
que los resultados tecnologicos esperados seguramente se produciran en las proximas
décadas (lllanes y col., 2009a,b).

La sintesis enzimatica de péptidos ha resultado mejor alternativa tecnoldgica
que la sintesis quimica solo en casos donde las propiedades de las enzimas tienen

profundas implicancias en el proceso. Un caso ilustrativo de aquello es el edulcorante
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no caldrico aspartamo, el cual se produce comercialmente mediante un proceso
enzimatico utilizando la proteasa termolisina (Kusano y col., 2010).

Mas all& de los avances tecnoldgicos en la sintesis de péptidos por biocatélisis,
la baja productividad, el bajo rendimiento y el alto costo de las enzimas, son
problemas que deben ser resueltos para hacer competitiva esta estrategia de proceso
en un amplio espectro de casos.

Es importante sefialar que el uso de solventes organicos, usualmente requeridos
para llevar a cabo la sintesis enzimatica de péptidos, impone restricciones adicionales
en el disefio e ingenieria del proceso y contradice el concepto de tecnologia limpia,
de manera que se estan realizados grandes esfuerzos para la sustitucion de los
solventes organicos por sistemas mas sustentables ambientalmente, entre los cuales
se encuentran los liquidos i6nicos (Dominguez de Maria, 2012; Pinto y col., 2012;
Noritomi y col., 2009a,b), los eutécticos profundos (Maugeri y col., 2013) y los
medios de reaccién solidos o semisélidos (Halling y col., 1995). Sin embargo, estos
sistemas estan atn en un incipiente estado de desarrollo tecnolégico.

El incremento en las regulaciones de seguridad y salud, y la demanda creciente
de péptidos biolégicamente activos por parte de la industria alimenticia y
farmacéutica, han promovido una intensa blusqueda de alternativas biotecnoldgicas a
la sintesis quimica de péptidos (Narai- Kamayama y col., 2009 y 2010; Jia y col.,
2010; Perlikowska y col., 2010; Chen y col., 2012; Corrons y col., 2012; Poyarkova
y col., 2012; Rao y col., 2012; Yousr y Howell, 2015; Nongonierma y col., 2015;
Koyama y col., 2014).

1.6.1. Péptidos Bioactivos. Antihipertensivos

Actualmente, la base de datos BIOPEP informa que existen 2609 secuencias
peptidicas con potenciales actividades biologicas, de las cuales algunas provienen de
fuentes naturales y otras son productos de sintesis. Entre ellas, 556 secuencias
péptidicas tienen potencial actividad antihipertensiva (son inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, ECA). Se han aislado y secuenciado también una gran
cantidad de péptidos naturales con potencial actividad inmuno y citomoduladora,

antimicrobiana, anticancerigena, agonista y antagonista opioide, antitrombotica,
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quelante, anorexigénica y antiviral (BIOPEP Database, 2012). Algunos de ellos son
multifuncionales porque ejercen varios de estos efectos simultdneamente.

A nivel mundial, existe un creciente interés en el desarrollo de alimentos
funcionales (ademas de su valor nutritivo, mejoran una funcion del organismo o
reducen el riesgo de sufrir una enfermedad) y nutracéuticos (aportan un beneficio
para la salud de cardcter médico, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades). Muchos de ellos han sido obtenidos a partir de la hidrolisis
enzimatica de ciertas proteinas alimenticias (leche, soja, suero, etc.), lo que permite
liberar péptidos naturales (encriptados en la proteina) que poseen demostradas
propiedades bioldgicas in vitro (antihipertensivas, antioxidantes, antimicrobiana,
etc.) (Saint-Sauveur y col., 2008; Quiros y col., 2009; Muro Urista y col., 2011; Rao
y col., 2012; Capriotti y col., 2016).

La nutricién apunta cada vez méas a ser una ciencia que contribuya en la
prevencion de enfermedades. Asi, por ejemplo, los péptidos con potenciales
actividades antihipertensivas incorporados a alimentos podrian ser particularmente
interesantes para mantener la salud de la poblacion, ya que la hipertensién es uno de
los problemas de salud publica mas importantes del mundo (Hernandez - Ledesma y
col., 2011). Aunque no es la intencion que los péptidos naturales reemplacen las
drogas, pueden no obstante ocupar un lugar primordial en la prevencion y en las
primeras etapas del tratamiento de pacientes con hipertension leve (Vermeirssen y
col., 2004; Yousry col., 2015; Coscueta y col., 2016).

En comparacién con las drogas, a los péptidos naturales se les atribuyen
algunas ventajas esenciales, como la ausencia de efectos adversos asociados con los
farmacos sintéticos. Sin embargo, investigaciones futuras deberan contribuir a
estudiar su biodisponibilidad, a determinar la estructura y los mecanismos
moleculares de actividad, a evaluar su seguridad como ingredientes funcionales, a
determinar su farmacocinética y toxicocinética, y a desarrollar andlogos modificados
gue permitan una mayor expresion de su actividad biol6gica. Muchos de estos
aspectos exceden el marco de esta tesis doctoral pero constituiran la proyeccion de

nuestras futuras investigaciones.
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OBJETIVO GENERAL

Aplicar proteasas pre-purificadas de los tallos y peciolos de Asclepias

curassavica L. (Asclepiadaceae), una planta superior que crece en Argentina, en

forma soluble e inmovilizada y en sistemas acuoso-organicos, como un nuevo

catalizador de la sintesis de peptidos bioactivos con potencial actividad

antihipertensiva; de interés para la industria alimenticia y farmacéutica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Obtener el extracto pre-purificado de los tallos y peciolos de Asclepias
curassavica L. (Asclepiadaceae) para ser utilizado como catalizador de la
sintesis de péptidos bioactivos en sistemas acuoso-organicos.

Caracterizar el extracto pre-purificado de A. curassavica (asclepaina) en
términos de actividad proteolitica, contenido de proteinas totales, estabilidad
operacional en solucién acuosa y en sistemas acuoso-organicos (homogéneos y
macroheterogéneos), y preferencias por sustratos aminoacidicos sintéticos; con
el objeto de seleccionar los medios de reaccion y los sustratos mas promisorios
para llevar a cabo las reacciones de sintesis enzimética de péptidos con
potencial actividad antihipertensiva.

Estudiar el efecto de los sistemas acuoso-organicos seleccionados sobre la

estructura secundaria de asclepaina c I, por FTIR.

Realizar el modelado molecular superficial de asclepaina cl (Asclepias
curassavica) y papaina (Carica papaya), utilizando el programa YASARA
Structure (version 17.4.17.W.64), con el objeto de conocer los residuos
aminoacidicos que efectivamente podran interaccionar con los soportes de

inmovilizacion.

Inmovilizar el extracto pre-purificado de asclepaina y de otras enzimas

comerciales (papaina, quimotripsina) por diferentes metodologias: adsorcion a
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10.

11.

soportes solidos sin funcionalizar (silica), union covalente simple (glioxil-
agarosa Yy glioxil-silica), unién covalente multipuntual (octil-glioxil-silica), y
entrecruzamiento con reactivos bifuncionales (CLEAs). Evaluar rendimiento
en actividad y en proteinas, asi como también la estabilidad enzimatica en los

medios de reaccion seleccionados para las sintesis peptidica de interés.

Seleccionar péptidos modelo con potencial actividad antihipertensiva de la
base de datos BIOPEP y de bibliografia, tomando como base las preferencias
de asclepaina, para sintetizarlos bajo los mecanismos de control termodinamico

y cinético, utilizando asclepaina soluble e inmovilizada como catalizador.

Analizar los componentes de las reacciones de sintesis enzimaticas (sustratos,
productos y subproductos) por RP-HPLC, purificar los péptidos obtenidos y
dilucidar su estructura por HPLC-MS o UPLC-MS.

Determinar el grado de conversion de sustrato en producto y los rendimientos
en producto, utilizando asclepaina soluble e inmovilizada en los diferentes
sistemas de reaccién estudiados, para luego maximizar el rendimiento de los

productos de sintesis.

Obtener péptidos analogos a los péptidos modelo por sintesis quimica en fase
solida (SPPS).

Determinar la actividad antihipertensiva in vitro de los productos peptidicos
sintetizados por via quimica y enzimatica, y compararlas con las informadas en
la bibliografia para los péptidos naturales (tomados como modelo en este

estudio).

Determinar otras actividades biologicas de los péptidos sintetizados, la
estabilidad en plasma humano y la potencial actividad citotoxica in vitro de los

mismos, utilizando lineas celulares humanas 293FT.

o1



12.

Proyectar la produccion en mayor escala de los péptidos con actividad

antihipertensiva in vitro que resulten de interés.
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CAPITULO 2
METODOLOGIAS
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2.1. Preparacion y caracterizacion de los extractos enzimaticos de Asclepias
curassavica L.
2.1.1. Material vegetal

Asclepias curassavica L. pertenece a la familia Asclepiadaceae, es un
subarbusto perenne con hojas opuestas de 5-15 cm de largo y terminadas en punta,
savia lechosa (latex) y flores brillantes de color rojo-purpura, dispuestas en forma de
corona. Esta planta florece continuamente desde la primavera hasta el otofio (Dimitri,
1972). Es nativa de América del Sur, pero se encuentra en zonas tropicales y

subtropicales.

Figura 4. Hoja y flores de Asclepias curassavica L.

2.1.2. Preparacion del extracto crudo y pre-purificado de Asclepias curassavica
L.

El extracto crudo se obtuvo a partir del latex de los tallos y peciolos de la
planta. EI mismo fue recogido sobre buffer fosfato (0,1 M) pH 7 con cisteina (5 mM)
y EDTA (5 mM), con la finalidad de evitar la oxidacion y la actividad fenoloxidasa,
respectivamente. Este homogeneizado (extracto proteolitico crudo) se centrifugo a
16.000 xg durante 1 h a 4 °C, obteniéndose el sobrenadante que constituye el

extracto proteolitico pre-purificado (Liggieri y col., 2004).

54



2.1.3. Determinacion de la actividad proteolitica de asclepaina

Se llevd a cabo utilizando N-a-benzoil-L-arginina-4-nitroanilida.HCI
(BAPNA, Sigma) como sustrato. 1 mg/mL de extracto enzimatico se incubd con 5
mg/mL de sustrato en buffer Tris — HCI (0,1 M) pH 8,5, conteniendo cisteina (20
mM) como activador para proteasas cisteinicas. Después de 5 min de reaccién a 37
°C en un bafio termostatico con agitacion, se leyd la absorbancia de la p-nitroanilina
liberada a A: 410 nm y su concentracion se obtuvo a partir de una curva de calibrado
(Priolo y col., 2001). Una unidad de actividad enzimatica (Ul) se define como la
cantidad de enzima que libera 1 pumol de p-nitroanilina/min en las condiciones del
ensayo. Alternativamente, la actividad enzimatica fue ensayada siguiendo el aumento
de la absorbancia a A: 435 nm, producida por la liberacion de p-nitrofenol (pNO) a
partir de la hidrolisis de Boc-L-alanina-p-nitrofeniléster en buffer fosfato 25 mM (pH
7)y 20 % v/v de etanol, a 30 °C durante 60 seg.

2.1.4. Determinacion de la estabilidad operacional de asclepaina en diferentes
sistemas acuoso — organicos

La seleccion de los solventes orgénicos a utilizar, se realiz6 a partir de un
disefio estadistico que permitié agrupar 70 solventes organicos segun sus parametros
fisicoquimicos semejantes (Barberis y col., 2006) (Tabla 2). Dicho disefio redujo el
numero de experiencias en forma significativa, permitiendo tomar un solvente
organico representativo de cada uno de los 17 grupos obtenidos y ensayarlos en los
sistemas: miscibles (formados por buffer y un solvente organico miscible) y bifasicos
(formados por buffer y un solvente organico inmiscible).

La estabilidad de asclepaina en sistemas miscibles y bifasicos se ensayd por
medio de la incubacion del extracto pre-purificado en la mezcla de reaccién a 40 °C,
200 rpm, durante 24 h. Se tomaron muestras periédicamente y se determind la
actividad enzimatica especifica (Ul/mg de proteina), usando BAPNA como sustrato.
Cada medio estuvo constituido por buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) y 30, 50 0 70 % v/v

de solvente organico.
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Tabla 2. Disefio estadistico de los solventes organicos en funcion de sus parametros

fisicoquimicos.

I I I v v VI
ETILENGLICOL | TRIFLUOROETANOL IODOBENCENO BENCENO* 1.2 DICLOROETANO | TETRACLOROETILENO
FOFRMAMIDA* HEXAFLUORO-2- BEROMOBENCENO | TOLUENO* DICLOROMETANO TETRACLOROMETANO
PROPANOL CLOROBENCENO o-XILENO | TETRACLOROETANO TRICLOR.OETILENO
ANISOL* w-XILENO TRICLOROETANO
FENETOL p-XILENO 1-BROMOBUTANO
1-BROMOHEPTANG
VI Vi X X XI XII
DECALIN CICLOHEXANO* DLo-BUTILETER. | METANOL* ETANOL* 2-PROPANOL
HEXADECANO DECANO DIEETILETER ACIDO 1-PROPANOL 1-BUTANOL*®
OCTANO DI- ACETICO 3-METIL BUTANO
HEPTANO ISOPROPOLETER* 1-PFENTANOL
ISO-OCTANO 1-HEXANOL
HEXANO* t-BUTANOL
PENTANO 1-HEPTANOL
1-OCTANOL
XII XV XV XVI XVI
BENZONITRILO DIMETILSULFOXIDO PROPILEN PROPIONITRILO TETRAHIDR.OFURANO
NITROBENCENO DIMETILFORMAMIDA* CARBONATO CICLOHEXANO* DIOXANO
ACETOFENONA N-METILPIRROLIDINONA | NITROMETANO PROPANONA ACETATODEETILO
PIRIDINA*® DIMETILACETAMIDA ACETONITRILO* BUTANONA ACETATO DE BUTILO
ETILBENZOATO NITROETANO ACETATO DE PENTILO
1.2 DIMETOXIETANO

(*) Solventes organicos cuyos pardmetros fisicoquimicos se diferencian mas con el grupo

anterior o con el siguiente (Barberis y col., 2006).

2.1.5. Determinacion de las preferencias de asclepaina frente a sustratos
aminoacidicos sintéticos

Las preferencias del extracto proteolitico en buffer y en los medios acuoso—
organicos se determinaron segun Priolo y col. (2001). Proteinas totales se
determinaron por el método de Bradford (1976).

El estudio de las preferencias de asclepaina (medida como actividad
esterolitica) se realizd con 50 pL de solucion enzimatica, 100 pL de N-a-CBZ-
Aminoacido-p-nitrofenil éster (disueltos en DMSO) y 850 pL de buffer Tris-HCI
0,1M (pH 8). La mezcla se incub6 en bafio de agua a 40 °C durante 5 min y el p-
nitrofenol liberado se determind espectrofotométricamente a A: 405 nm. Para

determinar los micromoles de p-nitrofenol producidos durante la reaccion se utilizo
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una curva de calibracion. Paralelamente, se realizaron dos blancos preparados de
igual forma, pero uno sin sustrato y otro sin enzima. Para el analisis en medios
acuoso-organicos, se reemplazo el buffer por el medio de reaccion correspondiente.
Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de actividad enzimatica
(UCBZ). Una UCBZ se definié como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de p-

nitrofenol por min, en las condiciones del ensayo.

2.1.6. Efecto de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
asclepaina por Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR).

Asclepaina se incubd durante 24 h a 200 rpm y a temperatura ambiente en
buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8) y en los medios acuoso-organicos seleccionados en la
seccidon 2.1.5. Luego, los solventes se extrajeron y las muestras se secaron en un
equipo Integrated SpeedVac® System (Savant, Modelo 1SS110) para su posterior
andlisis en un equipo IR (Shimadzu, Affinity 1) equipado con los accesorios para
ATR (reflectancia total atenuada). Los espectros se midieron en el rango
comprendido entre 1700 y 1600 cm™ con una resolucién de 4 cm™.

Aproximadamente 0,5-1,0 mg de proteina se mezclé con 600 mg de KBry se
convirtié en una fina pastilla utilizando una prensa hidraulica. Estudios previos,
llevados a cabo por medio de espectroscopia FTIR, han demostrado que no hay
ninguna alteracion en el espectro infrarrojo de las proteinas causadas por el KBr
(Prestrelski y col., 1993a, b; van der Wert y col., 2001). El espectro final se obtuvo
por sustraccion de la sefial correspondiente al vapor de agua en la regién
comprendida entre 1500-1800 cm™ (Dong y Caughey, 1994). Ademas, se llevé a
cabo un espectro de referencia de cada uno de los medios acuoso-organicos
analizados, observandose que ningun medio absorbi6 en la zona correspondiente a la
banda amida I. Las cantidades relativas de los diferentes componentes de la banda
amida | se determinaron por medio del andlisis de la segunda derivada, mediante un

software Shimadzu IR Solution.
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El analisis de la segunda derivada permite analizar la semejanza entre dos
espectros. Prestrelski y col. (1993a,b) desarrollaron un proceso matematico para
calcular el coeficiente de similitud espectral (similitud, r):

T = —.—En L
@IE IE_- T 3*'[:" ec. (1)

Donde x; e y; son los valores de absorbancia del espectro de la referencia
(buffer) y de la muestra (medio acuoso-organico), respectivamente; a una posicion de
frecuencia i (cm™) en la banda amida I. Dicho indice toma valores entre 0 y 1, donde
1 indica la maxima similitud espectral (Quiroga y col., 2007; Kendrick y col., 1996;
Prestrelski y col., 1993a,b). Cuando hay grandes cambios conformacionales, las
diferencias espectrales también son grandes por lo que el coeficiente r se hace

pequefio.

2.1.7. Modelado de superficie de asclepaina y papaina

El conocimiento estructural sobre una enzima y sus interacciones con los
sustratos, o con los soportes utilizados para inmovilizarla, guian y complementan las
investigaciones experimentales sobre biocatélisis e ingenieria de proteinas. A su vez,
el conocimiento sobre la estructura de una enzima o de un sistema biocatalitico se
puede generar a través de programas informaticos desarrollados para el modelado
molecular de proteinas.

Para el modelado molecular superficial de papaina (Carica papaya) y
asclepaina (Asclepias curassavica) se utilizo el programa YASARA Structure
(version 17.4.17.W.64) (Krieger y col., 2002). Este programa posee protocolos para
dos aplicaciones biocataliticas especificas, que incluyen modelado de homologia y
modelado molecular haciendo uso de funciones de minimizacion de energia,
simulaciones de acoplamiento molecular y simulaciones de dinamica molecular.

El modelo molecular superficial de asclepaina se generé a partir de la
secuencia B7VF64 de la base de datos UNIPROT, utilizando los siguientes

parametros: velocidad de modelado: lenta; nimero de interacciones PSI-PLAST en
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la busqueda de plantilla (PsiBLAST): 3; valor maximo permitido (PSI-) BLAST E
para considerar la plantilla: 0,5; nimero méaximo de plantillas que se utilizaran (total
de plantillas): 5; nimero méximo de plantillas con la misma secuencia (Templates
SameSeq): 1; estado de oligomerizacion maximo (OligoState): 2 (dimérico); nimero
maximo de variaciones de alineacion por plantilla (alineaciones): 3; nimero maximo
de conformaciones probadas por ciclo (LoopSamples): 50; cantidad méaxima de
residuos afiadidos (extension temporal): 10. El software generd 13 modelos a partir
de los cuales YASARA combind las 13 mejores partes de los mismos para obtener
un modelo hibrido, con el objetivo de aumentar la precision.

Para el modelado superficial de papaina de Carica papaya, se usaron las
coordenadas de rayos X refinadas a 1,65 Angstroms (PDB 9PAP).

2.2. Inmovilizacion enzimatica

Se utilizdé papaina y quimotripsina para la puesta a punto de las técnicas de
inmovilizacién descriptas en esta seccion.

La actividad enzimatica se determind de la forma indicada en la seccion 2.1.3.
y la concentracion de proteinas se cuantificé mediante el método de Bradford (1976).

Los rendimientos de inmovilizacion fueron determinados en términos de

rendimiento de actividad (Y a) y de rendimiento de proteinas (Yp):

Ae

YA:H—D'I[}H EC(Z)

P
= —. 3
Yp e 100 ec(3)

Donde Ae es la actividad expresada (medida en el biocatalizador inmovilizado,
previa resuspension del mismo en buffer), A, es la actividad ofrecida al soporte, P; es
la cantidad de proteina inmovilizada por gramo de soporte (diferencia entre la
cantidad de proteina ofrecida y la presente en el sobrenadante centrifugado) y Pc es

la proteina ofrecida por gramo de soporte.

59



2.2.1. Sintesis del soporte de inmovilizacion enzimatica silica sin funcionalizar
(S). Inmovilizacion por adsorcion de asclepaina y papainaen S

La sintesis de silica se llevd a cabo a partir de una mezcla de reaccién con la
siguiente proporcion molar de reactivos: SiO,: Na,O: CTAB: EtAc: H,O = 1: 0,3:
0,24: 7,2: 193. Esta mezcla se calent6 a 80 °C durante 48 h en condiciones de reposo.
El s6lido obtenido se calcin6 a 540 °C (velocidad de calentamiento de 1,5 °C/min)
durante 6 h (Bernal y col., 2014).

La inmovilizacién se llevé a cabo contactando 0,2 g de soporte de silica con 4
mL de solucion enzimatica de asclepaina (42 Ul /g de soporte) o con 4 mL de
solucién de papaina (35 Ul /g de soporte). Ambas soluciones fueron preparadas en
buffer fosfato de potasio 25 mM (pH 7). Las suspensiones se incubaron a 25 °C bajo
agitacion suave hasta que la actividad en los sobrenadantes fue cero o constante. A

continuacion, los biocatalizadores se lavaron con agua y se secaron a 25 °C.

2.2.2. Sintesis del soporte de inmovilizacion enzimética glioxil-agarosa (GA).
Inmovilizacion covalente de quimotripsina y asclepaina en GA

Esta metodologia consiste en la activacion de agarosa mediante la introduccion
de grupos dioles, que en un paso posterior son oxidados a aldehidos. De esta forma,
se favorece la union de los grupos aldehidos con los grupos amino no protonados de
la proteina, mediante la formacion de una base de Shifft y su posterior reduccién, lo
que da lugar a la inmovilizacion de la enzima al soporte mediante la formacion de
una amina secundaria.

Para la preparacion del gel de glioxil-agarosa (GA) se lavo reiteradas veces la
agarosa con abundante agua y se filtr6 con la ayuda de una bomba de vacio.
Posteriormente, se contactaron 21 g de agarosa con 6 mL de agua destilada y 10 mL
de NaOH (1,7 N) en un agitador de palas. Se adicionaron 0,285 g de NaBH, sobre la
solucion anterior. Luego, se colocaron 7,2 mL de glicidol (gota a gota), mantenido en
hielo. Se dejé en agitacion durante 15-18 h. Se filtr6 y se lavé con abundante agua.

Al gel activado se le adicioné 0,642 g de NalO, disueltos en 30 mL de agua
destilada y se llevo a un volumen final de 300 mL con agua destilada, para oxidar los

grupos hidroxilo a aldehidos. Dado que la reaccion de oxidacion es equimolecular, la
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concentracion de hidroxilo se calcula a partir de la concentracion inicial de NalOy4
que quedd sin reaccionar después de 2 h, leyendo la absorbancia a A: 435 nm y
extrapolando en una curva de calibrado. Se filtrd la agarosa funcionalizada y se lavd
con abundante agua.

Inicialmente se realizo la inmovilizacién de quimotripsina en el soporte, segun
lo reportado por Bahamondes y col. (2015). Se contactaron 15 mL de buffer
bicarbonato de sodio (10,5 mM), conteniendo 1,35 mg de la enzima y 1,5 g de
soporte, lo que equivale a una carga ofrecida de 0,5 mg de proteinas/g de soporte. El
curso de la inmovilizacion se siguié durante 40 min a 25 °C, tomando muestras
periddicamente con la finalidad de medir la actividad en la suspension y en el
sobrenadante, utilizando N-benzoil-L-tirosina-etil éster (BTEE) como sustrato. La
absorbancia se midio a A: 256 nm durante 1 min.

Se realiz6 un control de actividad correspondiente a la enzima soluble (sujeta a
las mismas condiciones experimentales que el biocatalizador inmovilizado) para
evaluar la estabilidad enzimatica durante el curso de la inmovilizacion.

Finalmente, se realizo la reduccion de la base de Schiff formada por la unién
de la enzima al soporte, dando lugar a un enlace amino estable entre ellos (Urrutia y
col, 2013). Para ello se emple6 1 mg NaBH,/mL durante 20-30 min y la suspension
se filtro y lavd con abundante agua.

La inmovilizacion de asclepaina en glioxil-agarosa se llevé a cabo contactando
20 mg de asclepaina y 0,2 g de soporte, lo que es equivalente a ofrecer 0,7 mg de
proteina/g de soporte, durante 3 h a 25 °C. Es decir, se ofrecid al soporte una carga
de proteina similar a la usada con quimotripsina.

Luego, se variaron algunas condiciones experimentales para mejorar el
rendimiento. Entre ellas: aumento del tiempo de inmovilizacion (5 h), adicion de
glicerol al buffer bicarbonato de sodio (para proteger la enzima) y disminucion de la
carga de proteina (0,35 mg/g de soporte). Se leyo la absorbancia a A: 348 nm durante

1 min, utilizando BOC-L-alanina-p nitrofenil éster como sustrato.
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2.2.3. Sintesis del soporte de inmovilizacion enzimatica glioxil-silica (GS).
Inmovilizacion covalente simple de asclepaina y papaina en GS

Se contactd 1 g de silica (sintetizada como se describi6é en 2.2.1.) con 30 mL
del reactivo de funcionalizacion glicidil oxipropil trimetoxi silano (GPTMS) al 10 %,
durante 6 h a 94 °C con agitacion suave. Luego, se filtro, se lavé el soporte con una
mezcla de agua/acetona (70:30 v/v) y se sec6. La oxidacion se llevé a cabo poniendo
en contacto el soporte con una solucién 0,1 M de NalO4 durante 2 h a 25 °C. La
presencia de grupos glioxilo se verifico cualitativamente con el reactivo de Schiff y
se cuantifico espectrofotométricamente por valoracion por retorno con NaHCO3/KI
(Bernal, y col., 2014).

La inmovilizacion enzimatica se llevd a cabo contactando 0,2 g de soporte
(GS) con 4 mL de la solucion de asclepaina (29 Ul/g de soporte) o con 4 mL de la
solucion de papaina (33 Ul/g de soporte). Dichas soluciones se prepararon en buffer
NaHCO3; 100 mM (pH 10) conteniendo 20 % (v/v) de glicerol. Ese valor de pH
favorecio la formacién de bases de Schiff entre los grupos aldehido del soporte y los
grupos amino de lisina en la superficie de la proteina (Mateo, et al., 2006). La
suspension se incub6 a 25°C bajo agitacion suave hasta que la actividad en el
sobrenadante fue cero o constante. Posteriormente, los biocatalizadores se redujeron
durante 15 min con 1 mg de NaBH/mL de biocatalizador, se lavaron con agua y

secaron a 25 °C.

2.2.4. Sintesis del soporte de inmovilizacién enzimatica octil-glioxil-silica (OGS).
Inmovilizacion covalente multipuntual de asclepaina y papaina en OGS

Se sintetiz6 un soporte heterofuncional de octil-glioxil-silica calentando a
reflujo, tolueno con la mezcla de reactivos de funcionalizacion formada por GPTMS
- octil trimetoxi silano (OTMS), en una proporcion de 1: 1. El soporte funcionalizado
se obtuvo calentando a reflujo 1 g de silica en 30 mL de tolueno anhidro, durante 6 h
a 105 ° C. El soporte se filtrd y lavo con acetona y agua para eliminar el tolueno
residual y los silanos. El proceso de oxidacion para la formacién de grupos glioxil se

realizd como se menciono anteriormente para el soporte GS (Bernal y col., 2014).
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La inmovilizacién enzimatica se llevo a cabo contactando 0,2 g de OGS con 4
mL de una solucién de asclepaina (24 Ul/g de soporte) o con 4 mL de una solucion
de papaina (24 Ul/g de soporte). Dichas soluciones se prepararon en buffer K,;HPO,
25 mM (pH 7). La suspension se incub0 a 25 °C bajo agitacion suave hasta que la
actividad en el sobrenadante fue cero o constante. Luego, los biocatalizadores se
filtraron, se lavaron con agua y se restituyeron con buffer NaHCO3; 100 mM (pH 10);
se reiterd la incubacion hasta actividad enzimética constante. Posteriormente se
redujo el biocatalizador durante 20 min con 1 mg/mL de NaBH,. Finalmente, se lavo

conaguaysesecda2s°C.

2.2.5. Inmovilizacion mediante agregados enzimaticos entrecruzados de papaina
(CLEAS)

10 mL de la solucion de papaina en buffer Na,HPO, 0,1 M (pH 7) se
precipitaron con 40 mL de (NH,4),SO,4. Después de 30 min, se afiadieron 4 mL de
solucién de glutaraldehido (25 %, v/v) para entrecruzar el precipitado enzimatico,
manteniendo la mezcla en agitacion durante 1 h. Finalmente, el CLEA resultante se
centrifug6 a 12000 rpm durante 15 min y se lavé con buffer Na,HPO, 0,1 M (pH 7).
Este procedimiento se repitié cinco veces. Todos los pasos se realizaron en un bafio

de hielo a aproximadamente 2 °C.

2.2.6. Determinacion de la estabilidad de asclepaina inmovilizada en silica sin
funcionalizar (S) y en octil-glioxil-silica (OGS), utilizando sistemas acuoso—
organicos

La estabilidad de asclepaina se ensayé con la enzima inmovilizada en los
soportes en los que mostré mayor robustez y en los medios de reaccion seleccionados
para la sintesis peptidica (seccion 2.1.4). El biocatalizador se incub6 a 40 °C, 200
rpm, durante 24 h. Se tomaron muestras periédicamente y se determind la actividad
enzimatica residual (Ul/g de soporte), usando Boc-L-alanina- p-nitrofenil éster como
sustrato. Finalmente, se determind el potencial catalitico de asclepaina inmovilizada
en S y OGS, que se define como el area bajo la curva de actividad proteolitica

residual versus tiempo; hasta 8 h de incubacion (lllanes, 2008).

63



2.3. Aplicacion de fitoproteasas como nuevos catalizadores para la sintesis de
péptidos antihipertensivos en sistemas acuoso-organicos

2.3.1. Seleccion de las condiciones operacionales para las reacciones de sintesis
enzimatica de peptidos antihipertensivos

Los sustratos (nucledfilo y donador de acilo) utilizados para la sintesis
peptidica fueron seleccionados tomando como base las preferencias que demostraron
los extractos enziméticos por los sustratos aminoacidicos sintéticos.

Los medios de reaccion se seleccionaron tomando como base las actividades
especificas y estabilidades operacionales de asclepaina en los medios acuoso-
organicos, expresadas como actividad proteolitica residual, tiempo de vida media
(t12) y potencial catalitico.

Las concentraciones de los reactantes se determinaron en funcion de los
parametros cinéticos de la enzima purificada, la solubilidad de los sustratos y el
coeficiente de particion de los sustratos en los diferentes medios acuoso-organicos
seleccionados. Se establecieron las relaciones iniciales entre los mismos y con la
enzima.

Las condiciones de operacion del HPLC utilizadas para realizar el calculo de
los coeficientes de particion (P) fueron: flujo isocratico de 0,8 mL/min. Fase movil:
acetonitrilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 3. Columna: Hypersil BSD (Base
Silica Deactivated) Ci5 (250 x 4,6 mm), tamafio de particula: 5 um. Detector: UV-
Visible. La longitud de onda (L) se determind a través de un barrido espectral,
eligiendo aquella que condujo a la mayor absortividad para cada uno de los
aminoacidos utilizados.

La temperatura y velocidad de agitacion fueron de 40 °C y 200 rpm,
respectivamente. Si bien la enzima no disminuye su actividad hasta 60 °C, se
selecciond 40 °C debido a la volatilidad (presion de vapor) de algunos solventes
organicos utilizados como medio de reaccion. EI pH de la reaccion resulté del
compromiso entre la actividad éptima de la enzima frente al pH (Liggieri y col.,

2004) y los valores de pK del amino&cido utilizado como nucledfilo.
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2.3.2. Seleccion de los péptidos tomados como modelo para las reacciones de
sintesis enzimatica de péptidos con potencial actividad antihipertensiva

La seleccion de los péptidos provenientes de fuentes naturales o de sintesis
quimica se realizo a partir de la base de datos BIOPEP (2012) y de bibliografia con
el objeto de sintetizar analogos por via enzimatica, tomando como base las
preferencias de asclepaina por diferentes sustratos aminoacidicos sintéticos en
diferentes medios de reaccion.

La busqueda se centré en secuencias cortas, preferentemente dipéptidos, con
potencial actividad antihipertensiva. Los péptidos seleccionados fueron: Val-Gly-OH
(VG), GIn-Gly-OH (QG) y Tyr-GIn-OH (YQ) (Shamloo y col., 2015; Cheung y col.,
1980).

2.3.3. Sintesis enzimatica de péptidos bioactivos con potencial actividad
antihipertensiva, utilizando asclepaina soluble e inmovilizada

Se utilizaron los extractos enzimaticos pre-purificados de asclepaina en forma
soluble, tanto en sistemas macroheterogéneos liquido — liquido (bifasico) como en
sistemas homogéneos (miscibles).

Se utilizaron las condiciones operacionales descriptas en 2.3.1 y los medios de
reaccion que resultaron mas promisorios para las sintesis peptidicas de interés, en
base a la estabilidad de asclepaina.

Se tomaron muestras periédicamente, y se siguid el curso de las reacciones de
sintesis por medio del analisis de los sustratos, productos y subproductos por RP-
HPLC. Se dilucidaron las estructuras y los pesos moleculares de los péptidos
sintetizados por espectrometria de masas (MS).

Se evalud el rendimiento en producto y el grado de conversion del sustrato
limitante en producto durante el transcurso de cada reaccion de sintesis.

En todos los casos, se condujo paralelamente un blanco con todos los reactivos
pero sin la enzima y otro blanco con la enzima sola en el medio de reaccién (para

descartar la posible liberacion de péptidos de las enzimas) (Barberis y col., 2002).
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2.3.3.1. Sintesis enzimatica bajo control cinético

En base a los estudios de preferencias realizados en el medio acetato de etilo-
50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M, pH 8, se eligié N-a-CBZ-Tyr-pNO (Z-Y-pNO)
(72,5 mM) como donador de acilo y L-GIn-OH (72,5 mM) como nucleo6filo, con el
fin de sintetizar el péptido N-a-CBZ-Tyr-GIn-OH (Z-YQ) anélogo al
antihipertensivo YQ (Shamloo y col., 2015).

La reaccion de sintesis de Z-YQ se llevé a cabo en el sistema bifasico
mencionado, donde la fase acuosa (buffer Tris-HCI 0,1 M, pH 8) contenia 6 Ul/mg
de enzima (asclepaina), 2-mercaptoetanol (20 mM) y L-GIn-OH (72,5 mM), y la fase
organica contenia Z-Y-pNO (72,5 mM). La concentracion de Z-Y-pNO se establecio
en base a su solubilidad en la fase organica del sistema biféasico elegido y al
coeficiente de particion de dicho sustrato entre las fases (P: 1,28), ofreciéndole a la
enzima (que se encuentra en la fase acuosa) una concentracion equivalente a 78
veces su Ky (0,728 mM). Se utilizd 2-mercaptoetanol (20 mM) como activador de la
enzima y la base trietilamina (TEA), en concentracion equimolar al nucledfilo, para
mantenerlo desprotonado.

Ademas, con idéntico criterio, se elijé N-a-CBZ-Val-pNO (Z-V-pNO) como
donador de acilo y L-Gly-OH como nucledfilo, con el fin de sintetizar el analogo del
péptido VG con actividad antihipertensiva (Cheung y col., 1980). Es decir, N-o-
CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG). La concentracion de Z-V-pNO se determind en funcién
de la solubilidad de este sustrato en el sistema miscible seleccionado.

La reaccion de sintesis de Z-VG se estudié en un medio miscible formado por
30 % v/v de metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 8) que contenia 6 Ul/mg de
enzima libre (asclepaina), Z-V-pNO (7,28 mM), L-Gly-OH (7,28 mM), 2-
mercaptoetanol (20 mM) y TEA (7,28 mM). Esta misma reaccién fue llevada a cabo
con asclepaina inmovilizada en OGS (43 Ul/g de soporte), respetando las
condiciones descriptas previamente.

Las reacciones se llevaron a cabo a 40 °C en un agitador orbital de GFL (3031,
Alemania) a 200 rpm. Se tomaron alicuotas periddicamente (0,1 mL) de las fases
acuosa y organica (sistema heterogéneo) o de la mezcla (sistema homogéneo),

durante 24 h, y se mezclaron con 0,1 mL de acido trifluoroacético (TFA) al 1 % v/v
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para finalizar la reaccion. Simultaneamente, se realizaron tres tipos de control: la
enzima en el medio de reaccion (con el fin de determinar péptidos que podrian
haberse liberado del extracto enzimatico), de cada sustrato individual, y de todos los
reactivos pero sin la enzima.

Los sustratos, productos y subproductos se separaron por RP-HPLC vy las
estructuras de los péptidos se dilucidaron mediante espectrometria de masas (MS) de

la forma previamente descripta.

2.3.3.2. Sintesis enzimatica bajo control termodinamico

Se sigui6 el mismo procedimiento descripto para la sintesis bajo control
cinético pero los sustratos utilizados como donador de acilo no estaban activados. Es
decir: N-a-CBZ-Tyr-OH (Z-Y-OH), N-0-CBZ-Val-OH (Z-V-OH) y N-a-CBZ-GlIn-
OH (Z-Q-OH).

2.3.4. Maximizacion de los rendimientos en producto peptidico

Se estudiaron las relaciones entre donador de acilo/nucledfilo para las sintesis
peptidicas de interés, con el objeto de maximizar los rendimientos en producto.

Se compararon los resultados obtenidos, en términos de rendimiento en
producto y grado de conversion del sustrato limitante en producto, en las reacciones
de sintesis (utilizando las enzimas solubles e inmovilizadas). Estos parametros se
definen seguln las ecuaciones 4 y 5.

as €s la cantidad de sustrato limitante que se transformd en producto y
subproductos durante la reaccién; n_representa la cantidad real obtenida de producto,
dividida por la cantidad teérica maxima que se podria obtener si todo el sustrato
limitante se consumiera en la reaccion. Se calcula porcentualmente como el cociente
entre la concentracion molar del producto obtenido y la concentracion inicial del
sustrato limitante (Trusek-Holownia, 2003).

— ﬂ x 100 ec. (4)

T Iso]
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as= [So] —[St] x 100 ec. (5)
[So]

Donde: P es la concentracion molar de producto, So es la concentracion molar del
donador de acilo al tiempo inicial, St es la concentracién molar del donador de acilo

a un tiempo de reaccion determinado.

2.4. Sintesis quimica de analogos (carboxi y amino terminal) de los patrones de
los péptidos bioactivos tomados como modelo

2.4.1. Sintesis quimica de péptidos en fase sélida (SPPS), utilizando bolsas de
polipropileno

0,1 g de resina Fmoc-Rink amide AM (sustitucién: 0,59 mmol/g; tamafio de
particula: 100-200 mesh) se colocé en bolsas de polipropileno. Dicha resina permite
obtener péptidos con grupo amida terminal. Se utilizaron 5 excesos de aminoacidos,
5 excesos del activador O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetrametiluroniohexafluoro
fosfato (HBTU) y 1,5 equivalentes de diisopropiletil amida (DIEA).

La resina se  desprotegidé, eliminando los  grupos  Fmoc
(fluorenilmetoxicarbonilo) de los grupos funcionales de la misma, por medio de
piperidina (20 %) y triton X-100 (1 %) en DMF (dos veces durante 7 min), y se
realizaron lavados en DMF (tres veces durante 1 min), en isopropil alcohol (IPA)
(una vez durante por 1 min); en azul de bromofenol 1 % (dos veces durante 1 min);
en DMF (dos veces durante 1 min) y en DCM (dos veces durante 1 min), bajo
condiciones de agitacion a 200 rpm en un agitador orbital. Las bolsas se colocaron en
diferentes frascos de plastico en funcién de los aminoacidos a acoplar.
Seguidamente, los aminoacidos se acoplaron uno a uno y se desprotegieron de igual
forma que la descripta anteriormente. HBTU, OxymaPure® y DIEA se usaron como
activador, como supresor de la racemizacion (preserva la quiralidad del C terminal
del aminoacido acoplado) y como base (neutraliza los protones libres),
respectivamente.

Alternativamente, O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluroniotetrafluoro

borato (TBTU) o N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) se usaron para dobles o triples
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acoplamientos, respectivamente. Los restantes aminoacidos se ensamblaron mediante
ciclos de acoplamiento y desproteccién hasta completar la secuencia peptidica
deseada. El grupo No de los aminoacidos acoplados se desprotegié siguiendo el
mismo protocolo mencionado anteriormente. La finalizacion de la reacciéon de
acoplamiento se verificd con el test de Kaiser (Sarin y col., 1981).

Finalmente, la desproteccion de las cadenas laterales de los amino&cidos y el
clivaje del péptido de la resina se realizo en funcion de la secuencia de aminoacidos
del péptido, por tratamiento con una solucién de (TFA) / H,O / triisopropilsilano
(92,5: 2,5: 2,5) v/v a temperatura ambiente durante 90 min y 200 rpm. El péptido se
precipitd con éter etilico enfriado a -70°C. Aquellos péptidos que no precipitaron, se
trataron con H,O miliQ previa evaporacion del éter. Por Gltimo, los péptidos se
purificaron por Sepak Cig, se liofilizaron y se analizaron por RP-HPLC, y se

confirmd su peso molecular por MALDI-TOF.

2.4.2. Sintesis quimica de péptidos en fase sélida (SPPS), utilizando reactores

Se utilizaron 0,2 g de resina 2-cloro-tritilo (carga: 1,6 mmol/g, tamafio de
particula: 100-200 mesh) como soporte solido para la sintesis de péptidos con grupos
carboxilo terminal. La resina se colocé en reactores (jeringas de plastico con filtro de
polipropileno).

Se afadieron dos equivalentes del primer aminoécido y cinco equivalentes de
DIEA a una jeringa que contenia la resina. El acoplamiento se realiz6 a temperatura
ambiente y 160 rpm en un agitador reciproco (IKA® Werke KS 501 Digital), durante
2 h. A continuacién, se afiadio6 metanol (0,5 mL/g de resina) y se separé del reactor
mediante filtracién al vacio después de 5 min (colector de vacio, Vacuubrand ME
1C). La resina se lavo dos veces con DCM, dos veces con DMF, y nuevamente dos
veces con DCM (durante 1 min en todos los casos). Los solventes organicos (DCM,
DMF) se secaron con perlas de tamiz molecular de 0,5 nm (Merck).

Posteriormente, se pesaron por duplicado 5-10 mg de resina seca acoplada con
el primer aminoacido. Se afiadié 1 mL de piperidina al 20 % v/v en DMF y se agit6 a
200 rpm durante 20 min. Después, se tomaron 30 pL de esa solucion y se llevo a un

volumen final de 3 mL con DMF en una celda de cuarzo. La absorbancia se midi6 a
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300 nm, usando DMF como control. La sustitucion se calculé usando la siguiente
ecuacion (Wanka y col., 2007)
(Fd=A)
SUStifucion = ———— ec. (6)

(ex 1* m)
Fd: factor de dilucion.
A: absorbancia a 300 nm.
e: coeficiente de extincién de dibenzofulveno (7,8 mmol *cm™).
I: longitud del camino oOptico (1 cm).

m: peso de la resina (mg).

Los siguientes aminoacidos se acoplaron uno tras otro a dos veces la
concentracion del primer aminoacido, que se desprotegid previamente con 20 % de
piperidina y 1 % de Triton X-100 en DMF (dos veces durante 7 min) y se lavo en
DMF (tres veces durante 1 min), en alcohol isopropilico (IPA) (una vez durante 1
min), en azul de bromofenol al 1 % (dos veces durante 1 min), en DMF (dos veces
durante 1 min) y en DCM (dos veces durante 1 min), en 200 rpm en un agitador
orbital. Se utilizaron HBTU como activador, OxymaPure® como supresor de la
racemizacion (para preservar la quiralidad del C terminal del acoplado aminoacido) y
DIEA como base (para neutralizar protones libres). Alternativamente, también se
usaron TBTU o DIC como activadores para acoplamientos dobles y triples
respectivamente, cuando fue necesario.

En resumen, el segundo amino&cido y los siguientes se ensamblaron mediante
ciclos de acoplamiento y desproteccion hasta que se obtuvo la secuencia peptidica
deseada. El grupo No de los aminoacidos acoplados se desprotegid siguiendo el
protocolo mencionado. Las reacciones de acoplamiento se verificaron con la prueba
de Kaiser (Sarin y col., 1981).

Finalmente, se llevo a cabo la desproteccion de las cadenas laterales de
aminoéacidos y la escision del péptido de la resina con una solucion de TFA / H,O /
triisopropilsilano (95: 2,5: 2,5) v/v a temperatura ambiente durante 90 min y 200

rpm.
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El péptido se precipitd con éter etilico enfriado a -70°C, se purificé en una
columna Cig (Merck), se liofilizo y se analizé por RP-HPLC y MALDI-TOF para

confirmar su pureza y masa molecular.

2.4.3. Protocolo de purificacién de péptidos sintetizados por via quimica y
enzimética

Para la purificacion de los péptidos sintéticos se utilizaron columnas Sepak Cig
(Clean-up® UCT) de 500 mg previamente activadas con 2 mL de metanol grado
HPLC (dos veces) a un flujo de 1 mL/min, y lavadas con 2 mL de agua miliQ (dos
veces) con la finalidad de eliminar impurezas. Se disolvié 10 mg de cada péptido en
agua miliQ y se eluyé por la columna (cuatro veces). Luego se eluyd la columna con
soluciones de acetonitrilo en porcentajes crecientes de concentracién: 0, 5; 10; 12,5;
15; 20; 22; 25; 27,5; 30; 40; 60; 80 y 100 %, y en metanol 100 %. Los eluidos se
secaron en Speedvac, se suspendieron en agua miliQ y se congelaron para su
liofilizacion (POE, Laboratorio de Disefio y Sintesis de Péptidos, NBC, Pontificia

Universidad Catdlica de Valparaiso).

2.5. Determinacion de las actividades bioldgicas in vitro de los peptidos
sintetizados por via enzimatica
2.5.1. Determinacion de la actividad antihipertensiva in vitro

La determinacion de actividad antihipertensiva in vitro se llevo a cabo segun
Carmona y col. (2009) utilizando el péptido FRET (Abz-FRK-(Dnp)P-OH como
sustrato de la ECA.

La actividad inhibitoria de la ECA frente a diferentes concentraciones de los
péptidos N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ), Z-VG y N-a-CBZ-GIn-Gly-OH (Z-
QG) obtenidos por sintesis enzimatica se determino adicionando 2,5 puL de cada
péptido (100 mg/mL) a 292,5 pL de buffer Tris HCI 0,1 M (pH 7), 3 pL de ECA
(1:10 de ECA 0,02 UI/L), NaCl 50 mM y 10 puM de ZnCly, y finalmente 2 pL del
sustrato FRET (1:10). La reaccion se llevo a cabo a 37 °C durante 590 seg. El
aumento de la fluorescencia se midio a Aex = 320 nm Yy Aem = 420 nm en un lector

de placas automatico (Tekan, Infinite M200 PRO) con controlador de temperatura.

71



En paralelo se realiz6 un blanco sin inhibiciéon, frente al sustrato FRET. Finalmente,
se determing la 1Csy de los péptidos mencionados, que es la concentracion necesaria

de un compuesto para reducir en un 50 % la actividad in vitro de la ECA.

2.5.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro

Se empled un método cinético-turbidimétrico utilizando cepas de Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 43300, mantenidas por sucesivos
repiques en agar Muller-Hinton (Laboratorio Britania S.A.). Después de 24 h en
estufa a 37°C, los cultivos en agar de E. coli y S. aureus, se transfirieron a 30 mL de
un caldo de cultivo Mdller-Hinton y se incubaron a 37 °C durante 18 h, con
permanente agitacion, para ser usados como inoculos.

Las experiencias cinéticas de crecimiento microbiano (control) se llevaron a
cabo en frascos Erlenmeyer de 10 mL con caldo de cultivo Mdller-Hinton
conteniendo 0,05 mL del inéculo previamente preparado, el caldo de cultivo y
concentraciones crecientes del péptido en estudio. Los frascos Erlenmeyer se
incubaron en una camara de cultivo Rosi 1000 (37 °C, 180 rpm), se extrajeron
alicuotas a intervalos de 20 min durante 200 min y se leyd la transmitancia (T) a A:
720 nm. Se llevé a cabo un blanco conteniendo 0,05 mL del inéculo y 2,3 mL caldo
de cultivo Miller-Hinton, sin agregado de péptido.

Mediante las ecuaciones (7) y (8) se calcularon los valores de In Nt (unidades
formadoras de colonia/mL) a diferentes tiempos para construir las curvas de cinética
de crecimiento de E. coli y S. aureus, respectivamente, evaluando las velocidades
especificas de crecimiento de los mismos en ausencia (testigo) y en presencia de

concentraciones crecientes de los péptidos de interés.

[In Nt =27,1 8,56 .T] ec. (7)

[In Nt=27,4-10,3.T] ec. (8)

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y las desviaciones estandar de la

velocidad especifica de crecimiento fueron menores a 0,001 (Talia y col, 2011).
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2.5.3. Determinacion de la actividad anticoagulante in vitro

La actividad anticoagulante de los péptidos en estudio se determind utilizando
los test de Wiener Lab (Wiener, Argentina): Tiempo de Trombina (TT), Tiempo de
Protrombina (PT) y Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (APTT). Se utilizo
una solucion estandar de péptido (0,7 ppm) en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 8).

Test de Tiempo de Trombina (TT). Este test evalGa el tiempo de conversién de
fibrindgeno a fibrina. Se ensayé adicionando 50 pL de la solucion estdndar del
péptido en estudio (0,7 ppm) a 150 pL del pool de plasma, se incubd a 37 °C durante
2 min. El tiempo de coagulacion (seg) se determind luego de la induccion de la
coagulacion por adicion de 200uL del reactivo TT (2.3 NIH/mL). NIH (National
Institute of Health) es la unidad comercial de trombina, y equivale a 1,1-1,3 Ul de

trombina.

Test de Tiempo de Protrombina (PT). Este test evalta el tiempo de conversion
de protrombina a trombina. Se ensay6 pre-incubando el pool de plasma y el reactivo
PT a 37 °C durante 3 min. Luego, se adicion6 25 pL de la solucion estdndar de
péptido a 75 pL del pool de plasma pre-incubado. A dicha mezcla, se adiciond 200

uL del reactivo PT y se midio el tiempo de coagulacion.

Test de Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (APTT). Este test permite
evaluar la accién del péptido en estudio sobre los factores de coagulacion VIII, IX,
X1 y XII de la cascada de coagulacion. Se adiciono 25 pL de la solucion estandar de
péptido a 75 pL del pool de plasma, y se incub6 a 37°C durante 1 min. Luego, se
agreg6 100 pL del reactivo APTT y se incub6 a 37 °C, durante 3 min. El tiempo de
coagulacion se determino al adicionar 100 puL de CaCl, (25 mM).

Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado y se compararon con un
compuesto anticoagulante conocido (heparina, 5000 Ul/mL equivalente a 50 mg
/mL, Veinfar Laboratory, Argentina) como control positivo en condiciones iguales
que las de la muestra. Los controles negativos se llevaron a cabo en las mismas
condiciones que las muestras, pero sin péptido. Se realizaron analisis estadisticos en

cada caso. Las diferencias se consideraron significativas para valores de p < 0,05.
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2.6. Determinacion in vitro de la toxicidad aguda de los péptidos sintetizados

La toxicidad potencial de los péptidos en estudio se analiz6 en la linea celular
humana 293FT (Fotakis y Timbrell, 2006). Las células se cultivaron en botellas
utilizando un medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con suero bovino fetal
(FBS) al 10 % incubadas a 37 °C en una atmosfera de aire enriquecido en CO; al 5 %
hasta casi la confluencia (80 %). Las células se tripsinizaron, se recuperaron en
medio DMEM y se contaron preparandose una suspension de 5 x 10* de células/mL.
Se afnadio 100 pL de suspension de células /pocillo a una microplaca de 96 pocillos y
se incubo durante toda la noche en las condiciones mencionadas anteriormente.

Se elimind el medio y las células se lavaron dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Se prepararon 100 pL de solucién de péptido 0,7; 2,1;
7y 21 ppm en DMEM vy se afadieron a los pocillos que contenian células. Se
guardaron varios pocillos para controles de supervivencia (PBS en DMEM) y de
toxicidad (20 % de DMSO en DMEM). La microplaca se incubd en condiciones de
crecimiento durante 2 h. Luego, se afiadieron 20 pL/pocillo de reactivo 3-(4,5-dimetil
tiazol)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) (CellTiter 96R
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit, Promega), incubando durante 4
h adicionales en condiciones de crecimiento. Se midié la absorbancia del producto
Formazan a A: 490 nm cada 1 h hasta las 4 h, después de la adicion del reactivo
(Figura 5). Se determind el porcentaje de supervivencia celular en base a una
referencia (100 % viabilidad celular).

OCH,COOH sox OCH,COOH so-
- 3
@\{/N\PO @YN\N’O
N\
N=N& S _ cH, NeN_H, S ch,
g A®
CHy CHs
MTS = Formazan

Figura 5. Estructura de MTS y su producto, Formazan.
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2.7. Determinacion de la estabilidad de los péptidos sintetizados en plasma
humano

La estabilidad de los péptidos se determin6 incubando 0,7 a 21 ppm del péptido
en estudio en un conjunto de plasma humano de individuos sanos (no
anticoagulados) a 37 °C. La actividad anticoagulante se determiné como APTT, PT y
TT (seg) segun la metodologia descrita por Wiener Lab Test y se graficé la actividad
anticoagulante retenida del péptido en funcién del tiempo de incubacion (min).

2.8. Determinacién cuantitativa de fibrindgeno en plasma en presencia del
peptido en estudio, mediante el método inmunoturbidimétrico

El fibrindgeno es una glicoproteina presente en plasma y en los granulos alfa
de las plaquetas. Es el factor de coagulacion que se encuentra en la concentracion
mas alta en plasma. En presencia de traumatismo o lesion vascular, la trombina
escinde el fibrindgeno, produciendo mondmeros de fibrina que polimerizan
espontaneamente y se estabilizan, dando lugar a una malla de fibrina insoluble.

El método inmunoturbidimétrico de determinacion de fibrindgeno se basa en la
reaccion entre el fibrinbgeno en plasma y los anticuerpos policlonales anti-
fibrinbgeno humano (cabra) en buffer fosfato, formando inmunocomplejos
insolubles. La turbidez causada por estos inmunocomplejos es proporcional a la
concentracion de  fibrinbgeno en la muestra 'y puede medirse
espectrofotométricamente a A.: 340 nm.

Se usé la metodologia de Fibrinogen Turbiditest AA Line modificada (Wiener
Lab., Rosario, Argentina) para evaluar la accion inhibidora de los péptidos
sintetizados sobre la enzima trombina.

Se utilizaron en el ensayo: Reactivo A: buffer fosfato, pH 7,4; Reactivo B:
anticuerpos policlonales anti-fibrindgeno humano (cabra) en buffer fosfato, pH 7,4,
kit de Fibrinogen Calibrator Turbitest AA de Wiener Lab. (curva de calibracion de
fibringeno).

Se prepararon tres controles y se incubaron junto con las muestras, como se

describe a continuacion:
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Blanco, que consistié en 25 uL de fibrindgeno (5,69 mg/ml) (Wiener Lab.,
Argentina) en 165 pl de buffer de ensayo (Tris-HCI 50 mM, (pH 7,2) con NaCl 0,12
mM), segun la metodologia descripta por Sabbione y col. (2015).

Control negativo (C-), que consistio en 25 uL de fibrindgeno (5,69 mg/mL)
(Wiener Lab., Rosario, Argentina) en 131 uL de buffer de ensayo (Tris - HCI 50 mM
(pH 7,2) con NaCl 0,12 mM) y 34 uL de 2,7 NIH/mL de trombina (Wiener Lab.,
Rosario, Argentina).

Control positivo (C+), que consistié en 25 uL de fibrindgeno (5,69 mg/mL)
(Wiener Lab., Rosario, Argentina) en 131 uL de 0,7 ppm de heparina (5000 UlI/mL o
50 mg/mL, Veinfar Laboratory, Argentina) y 34 uL de 2,7 NIH/mL de trombina
(Wiener Lab., Rosario, Argentina).

Las muestras se prepararon de la misma manera que el control positivo, pero
utilizando el péptido en estudio (0,7 ppm) en lugar de heparina.

Después de incubar los controles y las muestras a 37 °C durante 10 min, se
mezclaron 10 pL de cada control/muestra con 1,5 mL de Solucion A, se
homogeneizaron y midieron a A: 340 nm (DO,), ajustando el espectrofotometro a
cero con agua destilada. Luego, se afiadieron 300 puL de Solucion B a esa mezcla, y
se incub6 a 27 °C durante 15 min. Se midio la absorbancia a A: 340 nm (DO,) y se
calculd la diferencia (AA = DO, - DO;). La concentracion de fibrindgeno de las
muestras y los controles se obtuvo a partir de una curva de calibrado de diferencia de
absorbancia (AA) vs. concentracion de fibrindgeno (Fibrinogen Calibrator Turbitest
AA, Wiener Lab., Rosario, Argentina). El porcentaje de inhibicion (fibrindgeno que
no se convirtio en fibrina por la accion inhibidora del péptido anticoagulante
estudiado) se calcul6 de la siguiente manera:

[Muestra - C (-)]

% de Inhibicion = x 100 ec.(9)
[ Blanco ]
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Caracterizacion del extracto proteolitico pre-purificado de tallos y peciolos
de Asclepias curassavica L.

Los estudios previos del extracto crudo de Asclepias curassavica L.
demostraron que la maxima actividad proteolitica se obtuvo a pH 8,5 y se mantuvo
practicamente constante cuando fue incubada durante 2 h a 40, 50 y 60°C. La enzima
fue completamente inhibida por el epdxido E-64 y activada por adicién de cisteina o
[-mercaptoetanol, sugiriendo que las proteasas aisladas pertenecen a la familia de
proteasas cisteinicas. El indice electroforético (IEF) del extracto crudo mostro que la
mayoria de las fracciones proteicas se localizaron cerca del catodo, evidenciando su
naturaleza bésica, y el correspondiente zimograma corrobord su comportamiento
proteolitico (pI> 9,3). El valor de Ky de la fraccion mas activa (asclepaina cl) fue de
0,7284 mM (Liggieri y col., 2004).

3.1.1. Actividad proteolitica de asclepaina en solucion acuosa

El extracto pre-purificado de asclepaina preparado de la forma descripta en el
Capitulo 2: Metodologia, presenté 0,168 mg/mL de proteina total. La actividad
proteolitica en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 a 37°C, utilizando BAPNA como sustrato
y cisteina 20 mM como activador, fue 38,29 Ul/mg de proteina.

3.1.2. Estabilidad operacional de asclepaina en sistemas homogéneos (miscibles)

La Figura 6 (a, b, ¢) muestra la actividad proteolitica residual (Ul/mg de
proteina) de asclepaina en sistemas homogéneos, formados por 30 %, 50 % y 70 %
v/v de solvente organico miscible en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8; en funcion del

tiempo.
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Figura 6. Variacion en el tiempo de la actividad especifica (Ul/mg de proteina) de
asclepaina en sistemas miscibles formados por buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y
diferentes solventes organicos miscibles: a) 30 %, b) 50 % y ¢) 70 % v/v a 40 °C

durante 8 h de incubacién y 200 rpm de agitacion.
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De acuerdo con la Figura 6, al aumentar la concentracion de los solventes
orgénicos estudiados, disminuye la actividad especifica inicial de asclepaina. Sin
embargo, en ningun caso se observé inactivacion total por efecto de los solventes
organicos. Dicha disminucion de actividad es consistente con el hecho de que los
solventes polares pueden efectar a las enzimas de al menos tres formas diferentes.
Estos pueden penetrar dentro de la proteina y alterar el equilibrio de las interacciones
hidrofdbicas, electrostéticas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno y en
caso extremo, desnaturalizar las proteinas debido a cambios en la estructura
secundaria y terciaria de las mismas (Yoon y Mckenzie, 2005; Serdakowski y
Dordick, 2008; Maytorena y Garcia Carrefio, 2012).

Por otra parte, la presencia de un solvente organico puede producir cambios en
la flexibilidad de las enzimas y desolvatar los sitios activos de éstas, restringiendo la
accesibilidad del sustrato (impedimento estérico). Por ultimo, la inhibicion
competitiva entre algunos solventes organicos y ciertos sustratos, es también
responsable de la disminucion de la actividad catalitica de las enzimas en presencia
de solventes organicos miscibles con el agua (Klibanov, 2001; Graber y col., 2007;
Toth y col, 2010).

La Tabla 3 muestra la estabilidad operacional de asclepaina en los sistemas
miscibles anteriormente mencionados.

Contrariamente a lo esperado, asclepaina en etilenglicol, acetonitrilo, DMS,
THF y acetona (70 % v/v) mostré un aumento del tiempo de vida media respecto a
los valores obtenidos al emplear concentraciones mas bajas de solvente organico.

El comportamiento de asclepaina en metanol fue similar al observado por
Llerena y col. (2012) con papaina, la cual también disminuye su actividad con el
aumento de la concentracion de dicho solvente. Timasheff (2002) postulé que este
efecto podria ser debido a cambios en la actividad de agua en el entorno de la enzima
por la presencia de dicho solvente.

Por otro lado, otros autores demostraron que DMS aument6 la estabilidad
proteica por su capacidad de unirse a regiones hidrofobicas de las proteinas, evitando
su agregacion proteica y desnaturalizacion (Sitia y Braakman, 2003; Yoshida y col,

2002; Conn y col, 2002). Este efecto fue observado en proteinas especificas, tales

80



como la B-amiloplaqueta relacionados con la enfermedad de Alzheimer’s (Soto,
2003).

Tabla 3. Tiempo de vida media (t;2) de asclepaina en sistemas miscibles formados
por buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, y 30 %, 50 % y 70 % v/v de diferentes solventes

orgénicos miscibles. Tiempo de vida media (ty2) de asclepaina en buffer: 5,55 h.

Tiempo de vida media

Solvente orgénico miscible (ts2, )

30 % 50 % 70 %
Etilenglicol 5,35 5,14 7,23
Etanol 5,03 4,99 3,94
Acetonitrilo 4,75 4,76 5,06
DMS 4,75 6,3 7,87
Metanol 7,21 4,84 5,02
THF 5,98 5,97 7,16
Acetona 5,40 4,3 6,05

Etilenglicol le permitié expresar altas actividades proteoliticas a asclepaina,
aun a 70 % (v/v), debido a que los polioles suelen ser estabilizantes de proteinas
(Kumar y Venkatesh, 2012). Sin embargo, la compatibilidad quimica entre las
enzimas Yy los polioles no puede ser generalizada debido a que polietilenglicol 6000
(Sigma-Aldrich), tuvo efecto perjudicial sobre tres enzimas proteoliticas diferentes
del género Bacillus (Min Guan y col., 2016).

Tal como se observa en la Tabla 3, metanol al 30 % v/v, DMS, etilenglicol, o
THF al 70 % v/v fueron los medios miscibles mas estabilizantes para asclepaina pero
en los dos ultimos, la enzima presentd menores actividades iniciales; razon por la
cual los dos primeros fueron seleccionados para los ensayos posteriores de

preferencias y sintesis de péptidos.
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3.1.3. Estabilidad operacional de asclepaina en sistemas macroheterogéneos
liquido-liquido (bifasicos)

La Figura 7 (a, b, ¢) muestra la variacién en el tiempo de la actividad
proteolitica residual (Ul/mg de proteina) de asclepaina en sistemas bifasicos
formados por 30 %, 50 % y 70 % v/v de diferentes solventes organicos inmiscibles
en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

La Tabla 4 muestra los tiempos de vida media (t.;, h) de asclepaina en sistemas
bifasicos formados por 30 %, 50 % y 70 % v/v de diferentes solventes organicos
inmiscibles en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Tabla 4. Tiempo de vida media (t1) de asclepaina en sistemas bifasicos formados
por buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, y 30 %, 50 % y 70 % v/v de diferentes solventes

organicos inmiscibles. Tiempo de vida media de asclepaina en buffer: 5,55 h.

Tiempo de vida media

Solvente orgénico inmiscible (tu2, h)

30 % 50 % 70 %
Benceno 6,18 4,52 6,06
1-Octanol 12,86 8,19 7,61
Diclorometano 6,48 6,07 2,33
Eter etilico 6,02 6,01 6,13
Hexano 6,07 12,18 5,99
Clorobenceno 6,18 4,01 6,67
Acetato de etilo 6,17 11,07 2,22

Si bien las proteasas en los medios bifasicos son solubles en la fase acuosa,
dejandolas menos expuestas a los solventes organicos, la particién de los mismos en
la fase acuosa afectd de diferente manera a asclepaina. Estos resultados son
concordantes con los obtenidos para otras proteasas (Quiroga y col., 2005.; Barberis
y col., 2006.; Illlanes y col., 2009 a, b).

82



Actividad proteolitica residual Actividad proteolitica residual

Actividad proteolitica residual

(Ul/mg de proteina)

—— Buffer

—— 1-Octanal

—A Diclorometano
—— Eter efilico
—— Hexano

—ig— Clorobenceno
—f— Acefato de Efilo
—— Benceno

=]
—
I o

(Ul/mg de proteina)

7 8 9
Tiempo (h)

—— Buffer

—— 1-Octanol
—A_ Diclorometano
—— Eter etilico
—@— Hexano

—i— Clorobenceno
—— Acetato de Etilo
—— Benceno

(Ul/mg de proteina)

4=

LA 4

]
Tiem

po (h)

9

—— Buffer

—— 1-Octanol
—A_ Diclorometano
—— Eter etilico
—@— Hexano

—i— Clorobenceno
—— Acetato de Etilo
—se— Benceno

Tiempo (h)

9

Figura 7. Variacion en el tiempo de la actividad especifica (Ul/mg de proteina) de

asclepaina en sistemas bifasicos formados por buffer Tris-HCI 0,dM pH 8 y

diferentes solventes organicos inmiscibles: a) 30 %, b) 50 % y c¢) 70 % v/v, a 40°C

durante 8 h de incubacién y 200 rpm de agitacion.
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Asclepaina exhibi¢ alta estabilidad en 1-octanol al 30 % v/v, hexano al 50 %
v/v, acetato de etilo al 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Sin embargo, cuando las concentraciones de dichos solventes organicos
inmiscibles se incrementaron a 70 % v/v, los tiempos de vida media disminuyeron.
Este efecto puede deberse a la organicos en la fase acuosa, los cuales pueden
modificar el microambiente que rodea a la enzima, alterando las interacciones agua-
proteina y cambiando la estructura tridimensional de la misma. Este fendmeno se
Ilama toxicidad molecular y ha sido ampliamente reportado en la literatura (Illanes y
col., 2012). Sin embargo, ese efecto no fue observado en los sistemas formados por
30 % y 50 % v/v de solvente organico, por lo que quedaria descartado. Por otra parte,
el aumento del area interfacial puede haber causado inestabilidad enzimatica, lo que
otros autores han llamado toxicidad de la fase (Yang y col., 2004).

Finalmente se seleccionaron, tomando en cuenta la actividad enzimatica
especifica inicial y la estabilidad operacional (t,) de asclepaina, los sistemas
macroheterogéneos formados por 1-octanol al 30 % v/v, hexano 6 acetato de etilo al
50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8. En estos sistemas, asclepaina expresé entre
40 y 60 % maés actividad proteolitica residual al cabo de 8 horas, que en la mejor

condicidn obtenida en sistema homogéneo con metanol 30 % v/v.

3.1.4. Preferencias de asclepaina en diferentes sistemas acuoso — organicos

La especificidad de las enzimas por diferentes sustratos esta determinada por
las cadenas laterales de los aminoacidos (béasicas, &cidas, hidrofobicas o hidrofilicas)
que conforman el sitio activo de la molécula de enzima; a su vez, éstos determinan el
tamafio y forma del sitio activo. Las interacciones de van der Waals, de repulsion y
atraccion entre el sitio activo y los sustratos determinan la especificidad para la union
sustrato-enzima. En soluciones acuosas, las interacciones hidrofébicas que se
establecen entre las cadenas laterales de los sustratos aminoacidicos y el sitio activo
de la enzima, representan la fuerza principal que conduce a la unién de los mismos
(Copeland, 2000; Fersht, 1999).

La Tabla 5 muestra las preferencias de asclepaina por los sustratos N-a-CBZ-

aminoacil-p-nitrofenil eéster en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, y en sistemas

84



homogéneos formados por DMS al 70 % v/v, metanol al 30 % v/v en buffer Tris-
HC1 0,1 M pH 8.

Tabla 5. Preferencias del extracto pre-purificado de asclepaina en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8 y en sistemas homogéneos, utilizando derivados N-o-CBZ-aminoacil-p-
nitrofenil éster (Z-AA-pNO), a 40 °C.

Z_AA- Buffer DMS 70 % viv Metanol 30 % v/v
pNO UCBZ Preferencia UCBZ  Preferencia UCBZ  Preferencia
(%) (%) (%)
Sustratos no polares y basico (Lys)
Lys 0 0 3,11 9 2,85 2
Phe 36,53 29 18,38 54 2,09 1
Trp 0 0 13,36 39 5,8 3
Val 124,75 100 11,28 33 179,46 100
lle 0 0 34,32 100 15,51 9
Leu 5 4 0,53 2 0 0
Ala 15,9 13 8,4 24 0 0
Sustratos polares
Tyr 0,52 0 1,86 5 0 0
Gly 45,78 37 0 0 0 0
Asn 3,62 3 0 0 0 0
GIn 3,58 3 0 0 0 0

Asclepaina mostré mayor preferencia por los sustratos no polares en los
medios miscibles citados y en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, particularmente por los
derivados sintéeticos de Val e lle.

La Tabla 6 muestra las preferencias de asclepaina por sustratos N-o-CBZ-
aminoacil-p-nitrofenil éster en buffer Tris-HCI 0,AM pH 8, y en los sistemas

bifasicos en los que asclepaina mostré mayor actividad inicial y residual, tales como
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hexano al 50 % v/v, acetato de etilo al 50 % v/v, 1-octanol al 30% v/v en buffer Tris-
HCI 0,1M pH 8.

Segln la Tabla 6, las preferencias de asclepaina en los sistemas biféasicos
variaron en cada medio estudiado y respecto de las expresadas en buffer Tris-HCI

0,1M (pH 8) y en los sistemas homogéneos (Tabla 5).

Tabla 6. Preferencias del extracto pre-purificado de asclepaina en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8 y en sistemas bifasicos, utilizando derivados N-a-CBZ aminoacil-p-
nitrofenil éster (Z-AA-pNO), a 40°C.

Buffer Acetato de etilo Hexano Octanol
Z-AA- 50 % v/v 50 % v/v 30 % v/v
pNO UCBZ Preferencia UCBZ Preferencia UCBZ Preferencia UCBZ Preferencia
(%) (%) (%) (%)
Sustratos no polares y basico (Lys)

Lys 0 0 0 0 0 0 0 0
Phe 37 29 0 0 0 0 5 67
Trp 0 0 0 0 0 0 8 100
Val 125 100 0 0 18 35 6 77
lle 0 0 3 18 0 0 2 25

Leu 5 4 9 54 0 0 0 0

Ala 16 13 1 5 8 16 0 0

Sustratos polares

Tyr 0,52 0 13,6 80 0,94 2 0 0

Gly 45,78 37 1,1 6 32,51 65 0 0

Asn 3,62 3 0,38 2 50,22 100 0 0

GIn 3,58 3 17,06 100 41,4 82 0 0

En acetato de etilo al 50 % v/v, asclepaina mostro6 mayor preferencia por los
aminoacidos polares GIn y Tyr, pero presento baja actividad frente a Gly y Asn;
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mientras que no fue capaz de escindir la union éster de varios sustratos no polares
(Phe, Trp o Val) y bésico (Lys).

En hexano al 50 % v/v, asclepaina mostro actividad frente a todos los
aminoacidos polares ensayados, especialmente Asn y Gin. Por el contrario, entre los
aminoéacidos no polares y basicos, solo mostro afinidad por Val y Ala.

Por el contrario, octanol al 30 % v/v, mostr6 mayor preferencia por los
amino&cidos no polares Trp, Val, Phe e lle y no tuvo actividad frente al resto de los
sustratos.

Estos resultados podrian estar vinculados con cambios conformacionales de la
enzima en cada medio, por lo que se estudi6 la estructura secundaria de asclepaina en

los diferentes sistemas descriptos mediante espectroscopia FTIR.

3.1.5. Efecto de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
asclepaina en sistemas acuoso—organicos, determinada por FTIR

Las estructuras secundaria y terciaria de las enzimas estdn mantenidas por
numerosas interacciones no covalentes: uniones puente de hidrégeno, interacciones
ionicas, hidrofébicas y de van der Waals. La ruptura de dichas fuerzas, como
resultado de la adicién de solventes organicos a una solucién acuosa de enzima,
puede conducir a cambios en la dindmica y conformacion de la proteina que pueden

traducirse en alteraciones de las funciones enzimaticas (Barberis y col., 2006).

En este trabajo, se analizo el efecto de los solventes organicos de los medios de
reaccion seleccionados para la sintesis de péptidos, sobre la estructura secundaria de
asclepaina cl, utilizando FTIR. Dichos resultados se compararon con aquellos
obtenidos en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8.

La Figura 8 muestra los espectros infrarrojo de asclepaina cl (fraccion
purificada de mayor actividad del extracto proteolitico pre-purificado), en buffer
Tris-HCI 0,1M pH 8 y en los sistema miscibles en los que la proteasa mostré mayor
actividad y estabilidad, entre ellos: DMS al 70 % v/v, metanol al 30% v/v y THF al
70 % v/v.
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Figura 8. Espectro infrarrojo de asclepaina cl en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 a 25 °C

(linea), DMS 70 % v/v (guién), metanol 30 % v/v (punto) y THF 70 % v/v (guidn-
puntos).

Para llevar a cabo la cuantificacion relativa de los diferentes componentes de la
banda amida I de asclepaina cl en los diferentes sistemas miscibles seleccionados, se
corrigid la linea base de la segunda derivada del espectro infrarrojo original y se
analizaron las éreas relativas de los componentes de la banda amida | (Tabla 7).

Las relaciones o-helix/B—sheet suelen correlacionarse con un aumento de las
interacciones intermoleculares, la agregacién proteica y las posibilidades de
desnaturalizacion de la proteina. Sin embargo, en este estudio dichas relaciones
fueron similares en todos los medios estudiados (Tabla 7).

La Tabla 8 presenta los valores del coeficiente de similitud espectral (r) que
permitieron comparar las estructuras secundarias de asclepaina cl en buffer y en

diferentes sistemas homogéneos estudiados.

De acuerdo a la Tabla 8, excepto el medio formado por buffer Tris HCI 0,1 M
pH 8 y THF 70 % v/v, no hay diferencia significativa entre la estructura secundaria
que adquiere asclepaina cl cuando se solubiliza en buffer, en metanol 30 % v/v o
DMS 70 % v/v, en concordancia con el hecho de que dichos medios miscibles

permitieron expresar los mayores tiempos de vida media a asclepaina.
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Tabla 7: Areas relativas de los componentes de la banda amida | del espectro

infrarrojo de asclepaina cl en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en diferentes sistemas

miscibles.
Bandas Frecuencia  Buffer Metanol DMS THF
(x2cm?) (30%) (70%) (70 %)
Areas relativas
1636 0,2166 0,3664 0,4118 1,1124
p-Sheet 1597 0,1472 0,2468 02770  0,9324
a-Helix 1663 0,1430 0,2423 0,2740 0,7380
Random 1647 0,1450 0,1843 0,2757 0,748
1655 0,1453 0,3045 0,2763 0,7443
B -Turn 1670 0,2523 0,3661 0,4810 1,1169
1684 0,2530 0,4869 0,4813 1,3043
a-Helix/p—Sheet 0,79 0,79 0,80 0,72

Tabla 8. Coeficiente de similitud espectral (r) de asclepaina cl en buffer Tris-HCI 0,1

M pH 8 y en diferentes sistemas miscibles.

Medios miscibles Coeficiente de similitud (r)
Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 1

Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 - metanol 30 % v/v 0,984

Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 - DMS 70 % v/v 0,938

Buffer Tris-HCI 0,AM pH 8 - THF 70 % v/v 0,785

La Figura 9 muestra los espectros infrarrojo de asclepaina cl en buffer Tris-
HCI 0,A1M pH 8 y en los sistemas bifasicos en los que la proteasa mostr6 mayor
actividad y estabilidad, entre ellos: 1- octanol 30 % v/v, hexano 50 % v/v y acetato
de etilo 50 % v/v.
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Figura 9. Espectro infrarrojo de asclepaina cl en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 (linea),
1-octanol 30 % v/v (guidn), hexano 50 % v/v (punto) y acetato de etilo 50 % v/v

(quién-puntos), a 25°C.

Para llevar a cabo la cuantificacion relativa de los diferentes componentes de la
banda amida | de asclepaina cl en los diferentes sistemas biféasicos seleccionados, se
analizaron las areas relativas de los componentes de la banda amida | (Tabla 9).

Las relaciones a-helix/B—sheet fueron similares en todos los sistemas bifésicos
estudiados, lo que indica ausencia de agregacion proteica y consecuente
desnaturalizacion.

La Tabla 10 presenta los valores del coeficiente de similitud espectral (r) que
permitieron comparar las estructuras secundarias de asclepaina cl en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8y en los sistemas bifasicos estudiados.

De acuerdo a la Tabla 10, la estructura secundaria que adquiere asclepaina cl
cuando se solubiliza en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 presenta diferencias
significativas respecto a la que se obtiene en los sistemas bifasicos formados por el
mencionado buffer y 1-octanol 30 % v/v, hexano 50 % v/v 0 en acetato de etilo 50 %

v/iv.
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Tabla 9: Areas relativas de los componentes de la banda amida | del espectro
infrarrojo de asclepaina cl en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en los medios

inmiscibles seleccionados. Porcentajes en volumen.

Bandas Frecuencia Buffer Octanol Hexano Acetato de etilo
(x2cm™) (30 %) (50 %) (50 %)
Areas relativas

B - sheet 1636 0,2166 69,680 0,5438 0,0611
1698 0,1472 58,233 0,4537 0,0721
a-helix 1660 0,1430 46,159 0,3616 0,0528
Random 1647 0,1450 46,358 0,3625 0,0447

1653 0,1453 46,441 0,3629 0,05

B - turn 1669 0,2523 81,028 0,6339 0,072
1683 0,2530 81,085 0,6341 0,0839

a-helix/p—sheet 0,79 0,72 0,73 0,79

Tabla 10. Coeficiente de similitud espectral (r) de asclepaina cl en buffer y en los

diferentes sistemas bifasicos.

Medios inmiscibles Coeficiente de similitud (r)
Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 1

Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 - octanol 30 % v/v 0,664

Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 - hexano 50 % v/v 0,627

Buffer Tris-HCI 0,1M pH 8 - acetato de etilo 50 % v/v 0,682

Asclepaina cl mostré mayor estabilidad en los sistemas bifasicos que en los
sistemas miscibles seleccionados, a pesar de su menor similitud espectral. En
consecuencia, en los medios bifasicos seleccionados asclepaina cl adquirio
conformaciones diferentes que en buffer Tris HCI 0,1 M pH 8, que le permitieron
aumentar su estabilidad en dichos medios. Por tal razon, y fuera del contexto de esta
tesis doctoral, se esta evaluando el efecto de las propiedades fisico-quimicas de los

solventes organicos sobre la actividad de asclepaina cl por métodos de calculo lineal.
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3.2. Inmovilizacion enzimatica
3.2.1. Inmovilizacién covalente de quimotripsina y asclepaina en glioxil-agarosa
(GA) y en amino glioxil agarosa (AGA)

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos al inmovilizar asclepaina y
quimotripsina en GA'y en AGA (79,48 umoles dioles/mL de gel).

Segun la Tabla 11, quimotripsina inmovilizada en glioxil agarosa present6 un
rendimiento de actividad (Y,) de 81 %.

En condiciones de inmovilizacion similares, asclepaina mostré bajos
rendimientos de actividad (cercanos a 10 %), pero al disminuir la actividad ofrecida a
2,75 (Ul/g gel) el rendimiento en actividad increment6 a 54 %. Es probable, que los
bajos Y, obtenidos a altas cargas ofrecidas (0,7 mg proteina/g gel) sean debido a
restricciones difusionales. Este fendmeno fue reportado por Bahamondes e Illanes,

(2015), utilizando quimotripsina como catalizador.

Tabla 11. Inmovilizacion de asclepaina y quimotripsina en glioxil agarosa (GA) y en

amino glioxil agarosa (AGA).

qguimotripsina asclepaina asclepaina

en GA en GA en AGA
Carga ofrecida 0,5 0,35 0,35
(mg proteina/g gel)
Tiempo de inmovilizacion (h) 0,67 5 5
Buffer NaHCO; 50 MM pH 10 100 mM pH 12* 100 mM pH 12*
Actividad ofrecida (Ul/g gel) 34,2 2,75 44
Actividad expresada 27,53 1,48 0,75
(Ul/g gel)
Rendimiento de actividad (%) 81 54 17
Rendimiento de proteina (%) 57 68

*contiene 25 % v/v de glicerol
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Se estudio la maximizacion del rendimiento en actividad (Y,) de asclepaina
inmovilizada en GA, variando cinco condiciones experimentales (en 2 niveles), a
saber:

- Tiempo de inmovilizacion (3 h, 5 h)

- Carga enzimatica ofrecida (0,7 mg proteina/g gel; 0,35 mg proteina/g gel)
- Concentracion de buffer NaHCO3 (50 mM, 100 mM)

- pH (10, 12)

- Adicion de glicerol (0 %, 25 %)

Segun se observa en la Tabla 11, el maximo valor de Y, para asclepaina fue 54
% y se obtuvo al inmovilizarla en GA durante 5 h, con una carga enzimética de 0,35
mg de proteina/g de gel, en buffer NaHCO3; pH 12 conteniendo 25 % v/v de glicerol.

Por otra parte, la inmovilizacion de asclepaina en amino-glioxil-agarosa
permitio obtener mayores rendimientos de proteinas (Yp), del orden de 68 %, pero se
obtuvieron rendimientos de actividad 70 % menores que en GA.

Estos resultados indican que una alta carga proteica se unié al soporte pero la
expresion de la actividad catalitica fue baja, probablemente debido a restricciones
difusionales o uniédn del sitio activo al soporte (lllanes y col., 2010; Valencia y col.,
2010).

3.2.2. Inmovilizaciéon de papaina por agregados enzimaticos entrecruzados
(CLEAS)

La inmovilizacion de papaina mediante el entrecruzamiento con
glutaraldehido, previa precipitacion con una solucion saturada de (NH4),SO,, no dio
resultados satisfactorios. Se obtuvo un agregado enzimatico coloreado que impidid
determinar espectrofotométricamente la actividad enzimatica, empleando BAPNA o
Boc-L-alanina-p-nitrofeniléster como sustrato. Ademas, el uso de (NH4),SO4
condujo a la precipitacion incompleta de papaina. Estos resultados no guardan
concordancia con lo informado en bibliografia. Segun Mengfan y col (2011), se
obtuvieron CLEAs de papaina utilizando etanol como agente precipitante.

Actualmente, la investigacion se orienta hacia la basqueda de otros agentes

precipitantes, como pueden ser 2-propanol, acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano,
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dioxano, dimetilsulfoxido, polietilenglicol 1500, polietilenglicol 3400 vy
dimetoxietano. A su vez, la variacion de la concentracion del agente reticulante
(glutaraldehido) podria propiciar la obtencion de CLEAs de papaina (Matijosyte y
col., 2010; Wilson y col., 2006b).

3.2.3. Inmovilizacién de asclepaina y papaina en silica sin funcionalizar (S), en
glioxil-silica (GS) y en octil-glioxil-silica (OGS)

La Tabla 12 muestra los pardmetros de inmovilizacién de asclepaina y papaina
en soportes de silica porosa mediante distintas metodologias, que incluyeron:
adsorcién en S, union covalente a GS y unién covalente a OGS.

Asclepaina en OGS expreso 1,8 veces mas actividad (43 Ul/g de soporte) que
la ofrecida y permitio alcanzar un rendimiento maximo en actividad (Y,) de 178 %.
A pesar de ello, el rendimiento en proteinas (Yp) de asclepaina en S fue
comparativamente mas alto (98 %) que en OGS. Esto indica que practicamente la
totalidad de la enzima se adsorbié a S pero solo se expresdé 64 % de la actividad
proteolitica ofrecida, probablemente por efecto de las restricciones difusionales (que
impone la alta carga de proteina) al sustrato. Asclepaina en GS expres6 una actividad
6 veces menor que la actividad ofrecida, lo que conllevd a un bajo rendimiento de
actividad.

La inmovilizacion de asclepaina en OGS se vio favorecida al ocurrir en un
primer paso la adsorcion por interaccion hidrofébica, dando una mejor orientacion a
la enzima (como es demostrado en la seccién 3.2.4.); mientras que en los soportes de
Sy GS solo se logré un rendimiento de actividad de 64 % y 16 %, respectivamente.

Papaina en S, GS y OGS expres6 menor actividad que la ofrecida,
especialmente en los dos dltimos soportes. El rendimiento en proteinas (Yp) de
papaina en S fue 100 % pero el rendimiento en actividad solo alcanzo el 61 %. Segln
Wang y col. (2017), papaina pierde actividad a pH mayores que su pH optimo (8);
como la inmovilizacion por union covalente (GS y OGS) se lleva a cabo a pH > 10, a
diferencia de la inmovilizacién por adsorcion (S) que permite trabajar al pH éptimo
de la enzima, es probable que la baja actividad expresada por papaina en GS y OGS

se deba al pH empleado.
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En conclusidn, asclepaina inmovilizada en OGS resulto ser el mejor catalizador

obtenido.

Tabla 12. Parametros de inmovilizacion de asclepaina y papaina en diferentes
soportes de silice porosa. Ya: rendimiento de inmovilizacion en actividad. Yp:

rendimiento de inmovilizacion en proteinas.

Soporte Actividad Actividad Ya Yp

ofrecida (Ul/g) expresada (Ul/g) (%) (%)
asclepaina

silica sin funcionalizar (S) 42 27 64 98

glioxil-silica (GS) 60 10 16 9

octil-glioxil-silica (OGS) 24 43 178 75

papaina

silica sin funcionalizar (S) 35 22 61 100

glioxil-silica (GS) 33 8 25 11

octil-glioxil-silica (OGS) 24 8 34 81

3.2.4. Modelado molecular de superficie de asclapaina y papaina

Se realizd el modelado molecular de superficie de aslepaina y de papaina por
medio del programa Yasara Structure (version 17.4.17.W.64), con el objeto de
conocer la distribucion de aminoacidos en la superficie enzimatica y observar la
presencia de residuos de Lys en el entorno del sitio activo de las enzimas; que
podrian estar involucrados en la unién covalente al soporte y afectar el
comportamiento de las enzimas inmovilizadas por los métodos empleados (GS y
OGS).

La Figura 10 muestra el modelado superficial de asclepaina, donde se observa
el sitio activo (en recuadro) y los residuos de aminoacidos coloreados de acuerdo a
sus propiedades quimicas. Segun la Figura 10a, si bien asclepaina posee grupos
basicos, incluyendo Lys, en el entorno del sitio activo, los parches hidrofébicos en la

cara opuesta de la enzima (Figura 10b) permitirian el anclaje y orientacion de
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asclepaina al soporte de OGS, exponiendo al sitio activo y evitando restricciones

difusionales e impedimentos estéricos.

a)

b)

Figura 10. Modelado molecular superficial de asclepaina por medio del programa
Yasara Structure (version 17.4.17.W.64). a) Cara frontal. b) Cara posterior.
Aminodcidos: verde y azul claro: polares; gris: no polares; azul: basicos y rojo:

acidos.

Por otro lado, a partir del modelado superficial se puede inferir que asclepaina
en GS expres6 una baja actividad debido a que los residuos de Lys cercanos al sitio
activo podrian haberse unido al soporte, bloqueando al sitio activo y reduciendo la
actividad enzimatica. A diferencia del soporte heterofuncional de OGS, el soporte de
GS no posee grupos funcionales hidrofobicos que le permitieran una orientacion
Optima a asclepaina.

En bibliografia se ha informado el aumento de actividad para otras enzimas
inmovilizadas, donde Y, dependi6 de la superficie quimica del soporte (Bernal y col.,
2014; 2018).

La Figura 11 presenta el modelado superficial de papaina donde se observa el
sitio activo (recuadro) y los residuos de aminoacidos coloreados de acuerdo a sus
propiedades quimicas. Segun la Figura 1la, la papaina posee grupos Lys en el
entorno del sitio activo y parches hidrofobicos en la cara opuesta de la enzima
(Figura 11b), de manera similar a asclepaina. Sin embargo, es probable que la
papaina se haya inmovilizado a los soportes GS y OGS por union covalente de los

residuos de Lys cercanos al sitio activo de las enzimas, causando pérdida de
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actividad y/o cambios conformacionales que explicarian los resultados obtenidos con

papaina inmovilizada en GS y OGS (Tabla 12).

b)

Figura 11. Modelado molecular superficial de papaina por medio del programa
Yasara Structure (version 17.4.17.W.64). a) Cara frontal. b) Cara posterior.
Aminodcidos: verde y azul claro: polares; gris: no polares; azul: basicos y rojo:

acidos.

3.2.5. Determinacion de la estabilidad catalitica de asclepaina inmovilizada en
silica (S), glioxil-silica (GS) y octil-glioxil-silica (OGS), utilizando sistemas
acuosos-organicos

La Figura 12 muestra que la estabilidad catalitica de asclepaina soluble e
inmovilizada en S y OGS (soportes en que la proteasa mostr6 los mayores valores de
actividad expresada), en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, a 40 °C y 200 rpm, durante 24 h

de incubacion.
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Figura 12. Estabilidad catalitica de asclepaina soluble e inmovilizada en silica (S) y
en octil glioxil silica (OGS) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, a 40 °C y 200 rpm,

durante 24 h de incubacion.

Asclepaina soluble e inmovilizada en S mostraron un marcado perfil de
inactivacion a partir de las 4 horas. La desorcion de enzima desde soporte siliceo ha
sido reportado en bibliografia (Bernal y col., 2011; Cao y col., 2000). Por el
contrario, asclepaina en OGS no solo mantuvo su actividad durante 24 h sino que
mostr6 al comienzo un incremento de 12 % en su actividad proteolitica. Estos
resultados son concordantes con los informados por otros autores, utilizando
diferentes enzimas (Mateo y col., 2002).

La Figura 13 muestra la estabilidad catalitica de asclepaina soluble e
inmovilizada en S y en OGS, en un sistema homogéneo formado por metanol (30, 50
y 70 % v/v) en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, a 40°C y 200 rpm, durante 24 h de
incubacion. Dicho sistema fue seleccionado como el méas promisorio para la sintesis

de péptidos con actividad antihipertensiva in vitro.
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Figura 13. Estabilidad catalitica de asclepaina soluble e inmovilizada en silica (S) y
en octil glioxil silica (OGS) en un sistema homogéneo formado por a) metanol 30 %
v/v, b) metanol 50 % v/v, y ¢) 70 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, a 40 °C y 200
rpm, durante 24 h de incubacion.
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Segun se observa en la Figura 13a, asclepaina soluble en metanol al 30 % v/v
en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 sufrié una pérdida de actividad de 8 % al cabo de 8 h
y luego disminuy6 su actividad hasta inactivarse completamente a las 24 h de
incubacion, al igual que lo observado para asclepaina soluble en la Figura 12. Sin
embargo, al aumentar el porcentaje de metanol a 50 y 70 % v/v en el medio de
reaccion, asclepaina soluble mostr6 una pérdida de actividad de 78 y 93 % al cabo de
8 h, respectivamente, y se inactivo totalmente al cabo de 24 h en metanol al 70 %
A%

Asclepaina inmovilizada en S mostrd una pérdida del 60 % de su actividad
luego de 8 h de incubacion en metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH, pero
luego, se mantuvo estable hasta las 24 h de incubacion, a diferencia de lo observado
con la enzima soluble en el mismo medio de reaccién. Sin embargo, al aumentar el
porcentaje de metanol en el medio de reaccién a 50 y 70 % v/v, asclepaina
inmovilizada en S se inactivd completamente a las 15 min de incubacion.

Finalmente, asclepaina inmovilizada en OGS retuvo el 88 % de su actividad
inicial cuando se incubd en metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 al
cabo de 24 h de incubacion, a diferencia de lo observado con la enzima soluble
(inactivacion total) y con la enzima inmovilizada en S (40 % de actividad retenida).
Sin embargo, al aumentar el porcentaje de metanol a 50 y 70 % v/v en el medio de
reaccion, asclepaina inmovilizada en OGS solo retuvo el 33 % de su actividad inicial
en el primer caso y se inactivd completamente en el segundo, luego de 24 h de
incubacion. Asclepaina soluble también se inactivé completamente en metanol al 70
% v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH y retuvo 14 % de la actividad inicial en metanol
50 % v/v.

La Tabla 13 muestra el potencial catalitico de asclepaina soluble e
inmovilizada en S y OGS, al ser incubadas en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en los
medios de reaccion formados por 30, 50 y 70 % v/v de metanol en buffer Tris HCI
0,1 M pH 8, luego de 8 h a 40 °C. Dichos valores fueron obtenidos a partir del area
bajo las curvas presentadas en las Figuras 12 y 13, hasta las 8 h de incubacion debido

a la marcada tendencia de inactivacién enzimatica a partir de alli.
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Segun muestra la Tabla 13, asclepaina-OGS en el medio formado por 30 % v/v
metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 es el biocatalizador més promisorio para la
sintesis enzimatica de péptidos bioactivos, ya que presentd el mayor potencial

catalitico en las condiciones descriptas.

Tabla 13. Potencial catalitico de asclepaina soluble e inmovilizada en silica (S) y en
octil- glioxil-silica (OGS) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en medios homogéneos
formados por distintos porcentajes de metanol (v/v) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, a

40 °C, durante 8 h. Potencial catalitico: actividad relativa / tiempo.

Potencial catalitico al cabo de 8 h
(% / h)
Biocatalizador 5 e i Hic Metanol Metanol Metanol
0,1M,pH8 30 % 50 % 70 %
Asclepaina libre 625 1476 570 260
Asclepaina-S 952 1001 12 31
Asclepaina-OGS 2616 2119 981 305

3.3. Seleccidn de las condiciones operacionales y los péptidos modelo a sintetizar
por via enzimatica
3.3.1. Seleccion de peptidos con potencial actividad antihipertensiva, tomados
como modelo en este estudio

La seleccion de los péptidos modelo se realiz6 a partir de la base de datos
BIOPEP (2012) y de bibliografia (Shamloo y col., 2015). La busqueda se centrd en
secuencias  cortas, preferentemente  dipéptidos, con potencial actividad
antihipertensiva en base a las preferencias de asclepaina en los medios de reaccion
seleccionados para las sintesis enzimaticas (Tabla 5 y 6). Los péptidos modelo
seleccionados se muestran en la Tabla 14. Dichos péptidos seran posteriormente
sintetizados por via enzimatica con el objeto de desarrollar tecnologias alternativas
sustentables y mas amigables con el medio ambiente, independientemente de la
fuente natural que los provee, y proyectar su produccion en gran escala.

Como ya se menciond en el Capitulo 1: Introduccion, la obtencion de péptidos

a partir de fuentes naturales no permite su produccion en gran escala debido a la
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necesidad de llevar a cabo extensos y costosos procesos de purificacion. Ademas, las
fuentes naturales estdn sujetas a cierta variabilidad y su produccion suele ser

estacional o regional.

Tabla 14. Péptidos con potencial actividad antihipertensiva, tomados como modelo

en este estudio

Péptido modelo Fuente 1Cs0 (UM) Referencia

Val-Gly-OH (VG) Sintesis quimica 1100 Cheung y col., (1980)

Tyr-GIn-OH (YQ) Trigo sarraceno 628 Shamloo y col., (2015)

GIn-Gly-OH (QG) Sintesis quimica 7400 Cheung y col., (1980)

3.3.2. Seleccidn de las condiciones operacionales para las reacciones de sintesis
enzimatica de péptidos bioactivos

Se seleccionaron como medios de reaccion, un sistema bifasico
macroheterogéneo formado por 50 % v/v acetato de etilo en buffer Tris-HCI 0,1 M
pH 8, y un sistema miscible homogéneo formado por 30 % v/v metanol en buffer
Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Si bien en los medios bifésicos formados por 30 % v/v 1-octanol 6 50 % v/v
hexano en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, la estabilidad de asclepaina fue alta, en
dichos medios las actividades iniciales fueron menores que las expresadas por la
enzima en acetato de etilo 50 % v/v (Tabla 4, Figura 7).

De manera similar, los medios miscibles formados por THF y DMS al 70 %
v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, se descartaron porque en ellos asclepaina mostrd
alta estabilidad pero menor actividad proteolitica inicial (Tabla 3, Figura 6) que en
metanol 30 % vi/v.

Ademas, tanto en etilenglicol 70 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 como en
1-octanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, la solubilidad de los sustratos

aminoacidicos sintéticos es muy baja.
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De los resultados del estudio de preferencias de asclepaina en 30 % v/v de
metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 (Tablas 5) surge que Val puede actuar como
donador de acilo en la sintesis enzimatica de VG.

De los resultados del estudio de preferencias de asclepaina en acetato de etilo
50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 (Tabla 6), se deduce que Tyr y GIn pueden
actuar como donadores de acilo en la sintesis enzimatica de YQ y QG
respectivamente.

En consecuencia, se seleccionaron Z-Val-pNO como donador de acilo y Gly-
OH como nucleodfilo para la sintesis enzimatica de VG en metanol 30 % v/v en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8. La concentracion del donador de acilo se establecid en
10 veces el Ky, de asclepaina cl (0,7284 mM) en buffer, para asegurar la saturacién
de la enzima por el sustrato.

Inicialmente, se trabajé con una concentracion de nucleéfilo equimolar (7,28
mM) y luego se incrementd (hasta su limite de solubilidad) para maximizar el
rendimiento en producto.

En el medio bifasico formado por 50 % v/v acetato de etilo en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8 se seleccionaron Z-Tyr-pNO y Z-GIn-pNO como donadores de acilo y
GIn-OH y Gly-OH como nucledfilos para la sintesis enzimética de YQ y QG
respectivamente. Para determinar la concentracion de los reactantes en el medio de
reaccion, se tuvo en cuenta la solubilidad y el coeficiente de particion (P) de los
donadores de acilo entre las fases y se establecié una concentracion equimolecular
entre los donadores de acilo y los nucledfilos.

Las condiciones de operacién y el andlisis de los sustratos, productos y

subproductos de las reacciones de sintesis se describieron en la seccion 2.3.3.

3.3.3. Solubilidad y coeficiente de particion de los sustratos para las reacciones
de sintesis enzimatica de péptidos

La solubilidad de los aminoéacidos sintéticos a emplear como donador de acilo
y nucleofilo en los medios de reaccidn seleccionados, permitié conocer la maxima
concentracion (saturacion) a utilizar de cada uno de ellos en las reacciones de sintesis

de peptidos.
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Para la sintesis del péptido Z-VG en 30 % v/v de metanol en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8 se determind una concentracion méaxima de 82 mM para Z-V-pNO y de
100 mM para Gly-OH.

Para la sintesis del péptido Z-YQ en un medio bifasico formado por 50 % v/v
de acetato de etilo y 50 % v/v de buffer Tris-HCI 0,1 M pH se determiné una
concentracion de saturacion de 90 mM para Z-Y-pNO y de 216 mM para GIn-OH,
mientras que para la sintesis del péptido Z-QG, en el mismo medio, se determind una
concentracion de saturacion de 2,9 mM para Z-Q-pNO y de 3 mM para Gly-OH.

Luego, se determinaron los coeficientes de particion de Z-Y-pNO y Z-Q-pNO.
El coeficiente de particion (P) se define como la razén entre la concentracion de un
componente en la fase acuosa y en la fase organica. Para ello, una cierta
concentracion del sustrato fue disuelto en el medio acuoso - organico e incubado a 25
°C y 200 rpm, durante 12 h. Se extrajeron muestras de las fases acuosa y organica y
se determind la concentracion del aminoécido en cada fase por RP-HPLC en las
condiciones descriptas en la Seccién 2.3.1.

_ [Soluto en fase organica] ec. (10)

[Soluto en fase acuosal

Los coeficientes de particion (P) de Z-Y-pNO y de Z-Q-pNO en acetato de
etilo 50 % (v/v) fueron de 1,280 y 1,282, respectivamente.

3.4. Sintesis quimica en fase solida (SPPS) de los analogos de los péptidos
tomados como modelo

Se realizé la sintesis en fase solida de los péptidos analogos carboxi y amino
terminal de los péptidos tomados como modelo en este estudio mediante las
estrategias de sintesis secuencial descripta en las secciones 2.4.1y 2.4.2 con el objeto
de comparar la actividad antihipertensiva in vitro de los mismos con la que presentan
los péptidos sintetizados por via enzimatica.

Los péptidos sintetizados por via quimica fueron: Z-YQQ-NH,, YQQ-OH y
YQQ-NH;.
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Las Figuras 14 a 16 muestran los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC y los

espectros de masas de los péptidos sintetizados por SPPS, previamente mencionados.
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Figura 14. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del

péptido amino terminal con potencial actividad antihipertensiva, Z-YQQ- NH..
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Figura 15. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del

péptido carboxi terminal con potencial actividad antihipertensiva, YQQ-OH.
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Figura 16. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del
péptido amino terminal con potencial actividad antihipertensiva, YQQ- NH..
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3.5. Sintesis enzimatica de péptidos con potencial actividad antihipertensiva, en

sistemas acuoso-organicos

3.5.1. Sintesis enzimatica de N-o-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG), en un sistema

homogéneo, con asclepaina soluble

3.5.1.1. Sintesis bajo control cinético.

Las condiciones bajo las cuales se llevd a cabo la reaccion de sintesis de Z-VG,

bajo control cinético en un medio miscible se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccién control cinético

Condiciones de
40 °C, 200 rpm

reaccion

Activador 2-mercaptoetanol (20 mM)
Donador de Acilo N-a CBZ-Val-pNO (7,284 mM)
Enzima asclepaina soluble 200 pL (6 Ul/mg)
Nucledfilo L-Gly-OH (7,284 mM)

Base aceptora de H* trietilamina (7,284 mM)

Medio de reaccion metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8

La Figura 17 muestra la separacién de los componentes de una muestra

representativa de la reaccion de sintesis bajo control cinético de Z-VG, utilizando

asclepaina soluble en el medio miscible formado por 30 % (v/v) de metanol en buffer

Tris-HCI 0,1 M pH 8, después de 1 min de reaccion. En el mismo se observa: (I) Z-
VG (tr: 3,6 min), (1) N-a-CBZ-Val-OH (tgr: 5,6 min), (I11) pNO (tr: 9,3 min) y (1V)

N-a-CBZ-Val-pNO (tr: 14,7 min).
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Figura 17. Separacion de los componentes de la reaccidon de sintesis bajo control
cinético de N-a-CBZ-Val-Gly-OH por RP-HPLC, en un medio homogéneo formado
por metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble
como catalizador, luego de 1 min de reaccion a 40 °C, 200 rpm. (I) N-a-CBZ-Val-
Gly-OH (tr: 3,6 min), (I1) N-a-CBZ-Val-OH (tg: 5,6 min), (I11) pNO (tg: 9,3 min) y
(IV) N-a-CBZ-Val-pNO (tg: 14,7 min).

Z-VG se purific6 mediante una columna Cig, se secO en un equipo
concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), y se analizé por
espectrometria de masas LCMS-2020 (Shimadzu), utilizando un espectrometro de
masas con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI-MS). El espectro
obtenido se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del

péptido carboxi terminal con potencial actividad antihipertensiva: Z-VG.

La Figura 19 muestra el perfil del sustrato limitante (N-a-CBZ-Val-pNO), del
producto de sintesis enziméatica (N-a-CBZ-Val-Gly-OH), del producto de hidrolisis
(N-0-CBZ-Val-OH) y de pNO, utilizando asclepaina soluble en un medio miscible
formado por 30 % v/v de metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, a 40 °C y 200 rpm.
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Figura 19. Variacion en el tiempo de la concentracion de los diferentes componentes
de la reaccion de sintesis enzimatica del dipéptido N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) a
40 °C y 200 rpm en un medio miscible formado por 30 % v/v de metanol en buffer

Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble como catalizador.

La Tabla 15 muestra el rendimiento en producto y el grado de conversion del
donador de acilo en la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del
péptido N-a-CBZ-Val-Gly-OH a 40 °C y 200 rpm en un medio miscible formado por
metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Para la cuantificacion de los pardmetros rendimiento (n) y grado de conversion
del donante de acilo (os) se definieron y aplicaron las ecuaciones 4 y 5.

Segln muestra la Tabla 15, el maximo grado de conversion de sustrato en
producto fue 97,3 % a los 30 min de reaccion. Sin embargo, el maximo rendimiento
en producto fue 18,8 % a 1 min de reaccion. A partir de ese momento, el péptido
sintetizado (Z-VG) disminuy6 28 % su concentracion debido a la hidrolisis,
afectando en 5 % el rendimiento en producto.

Este hecho indica que en la reaccion de sintesis del péptido Z-VG bajo
mecanismo de control cinético, actuaron como nucledfilos sobre el intermediario
acil-enzima tanto el sustrato L-aminoacidico sintético Gly-OH (amindlisis) como el

agua (hidrolisis). Es evidente que la relacion amindlisis/hidrolisis se vid
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desfavorecida en estas condiciones de reaccion y se obtuvo una mayor cantidad del
producto de hidrolisis (Z-V-OH) que del péptido esperado (Z-VG).

En consecuencia, se plantearon dos estrategias para optimizar el rendimiento
en producto de sintesis (péptido): - aumentar la concentracion del nucledfilo hasta el
limite de solubilidad, - disminuir el contenido de agua en el medio de reaccién (para

evitar la formacién del producto de hidrdlisis).

Tabla 15. Rendimiento en producto (n) y grado de conversiéon del donador de acilo
(as) en la sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) a partir de
N-a-CBZ-Val-pNO (Z-V-pNO) en un medio formado por 30 % v/v de metanol en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando 200 pL de asclepaina soluble (6 Ul/mg)

como catalizador, a 40 °C y 200 rpm.

Tiempo  Z-V-pNO Z-V-OH pNO Z-VG Os n
(min) (mM) (mM) (mM) (mM) (%) (%)
0 7,285 0 0 0 0 0
1 6,595 3,15 1,38 1,370 9,46 18,8
5 5,020 7,20 2,95 0,984 31,08 13,5
18 2,756 8,86 2,80 0,985 62,00 13,5
30 0,197 10,60 2,76 0,985 97,30 13,5

La Figura 20 muestra el perfil del sustrato limitante (N-a-CBZ-Val-pNO), del
producto de sintesis enzimatica (Z-VG) y del producto de hidrolisis (N-a-CBZ-Val-
OH), utilizando una concentracion de nucledfilo equivalente a 100 x Km de
asclepaina soluble (72,84 mM), en un medio miscible formado por 30 % v/v de
metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, a 40 °C y 200 rpm.

112



Concentracion (mM)

Tiempo (min)

Figura 20. Variacion en el tiempo de la concentracién de los componentes de la
reaccion de sintesis enzimética del dipéptido N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) a 40 °C
y 200 rpm en un medio miscible formado por metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble y una concentracion de nucleofilo

equivalente a 100 x Km de asclepaina en buffer.

La Tabla 16 muestra los rendimientos en producto después de incrementar diez
veces la concentracion del nucleofilo en la reaccion de sintesis enzimética del
dipéptido Z-VG, utilizando un medio miscible formado por 30 % v/v de metanol en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, y asclepaina soluble como catalizador, a 40 °C y 200
rpm.

Los resultados obtenidos demuestran que el aumento de 10 veces en la
concentracion del nucledfilo no permitieron aumentar el rendimiento en producto y
practicamente la totalidad del sustrato donador de acilo se hidrolizo.

En virtud de lo anteriormente expuesto parece evidente que para disminuir la
hidrolisis del donador de acilo es necesario trabajar en un sistema continuo formado
por el solvente organico practicamente anhidro. Sin embargo, las proteasas en dichos
sistemas (continuos con baja actividad de agua) muestran baja actividad especifica y
pobre establilidad operacional. Por tal razon, se plante¢ previamente realizar la
inmovilizacion de asclepaina en soportes que le permitan superar aquellos

inconvenientes.
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Tabla 16. Rendimiento en producto (n) y grado de conversion del donador de acilo

(as) en la sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) a partir de

N-a-CBZ-Val-pNO (Z-V-pNO) utilizando una concentracion de nucledfilo

equivalente a 100 x Km en un medio formado por 30 % v/v de metanol en buffer
Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando 200pl de asclepaina soluble (6 Ul/mg), a 40 °C y

200 rpm.
Tiempo  Z-VpNO  Z-V-OH pNO Z-VG s n
(min) (mM)  (mM)  (mM) mM) (%) (%)
0 7,30 0 0 0 0 0
0,5 6,54 0,38 0,14 0,49 10,20 6,70
1 5,58 0,78 0,21 0,93 23,40 12,77
10 2,50 3,70 1,70 1,07 65,68 14,70
15 0,37 6,34 2,40 0,57 9492 7,80
30 0,057 6,80 2,60 0,43 99,22 5,90

3.5.1.2. Sintesis bajo control termodinamico.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control termodindmico en un medio miscible se detallan a continuacién:

Mecanismo de reaccién
Medio de reaccion
Condiciones de reaccion
Activador

Sustrato limitante
Enzima

Nucleofilo

Base aceptora de H*

control termodinamico
metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8
40 °C, 200 rpm
2-mercaptoetanol (20 mM)
N-o CBZ-Val-OH (7,284 mM)
asclepaina soluble 200uL (6 Ul/mg)
L-Gly-OH (7,284 mM)
trietilamina (7,284 mM)
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A continuacion, se muestran los resultados obtenidos cuando se llevo a cabo la
reaccion de sintesis de Z-VG en un medio miscible formado por 30 % v/v de metanol
en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble.

La Figura 21 presenta la separacion de los componentes de una muestra de
dicha reaccion de sintesis a las 3 h de reaccion.

N-a-CBZ-Val-Gly-OH se purifico mediante una columna Cig, se secd en un
equipo concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), y se
analizo por espectrometria de masas, utilizando un espectrometro de masas LCMS-
2020 (Shimadzu) con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI-MS). El

espectro obtenido guardd total similitud con el presentado en la Figura 17.

Area (mMAU)
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tr (min)

Figura 21. Separacion de los componentes de la reaccidon de sintesis bajo control
termodindmico de N-a-CBZ-Val-Gly-OH por RP-HPLC, en un medio homogéneo
formado por metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando
asclepaina soluble como catalizador, luego de 3h de reaccion a 40 °C, 200 rpm. (I) N-
a-CBZ-Val-Gly-OH (tr: 3,6 min); (1) N-a-CBZ-Val-OH (tr: 5,6 min).

La Figura 22 muestra la evolucion en el tiempo del sustrato limitante (N-a-
CBZ-Val-OH) y del producto de sintesis enzimatica Z-VG, utilizando asclepaina
soluble en un medio formado por metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH
8,a40°Cy 200 rpm.
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Figura 22. Variacion en el tiempo de la concentracion de los componentes de la
reaccion de sintesis enzimatica bajo control termodinamico del dipéptido N-a-CBZ-
Val-Gly-OH (Z-VG) en un medio miscible formado por metanol al 30 % v/v en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina libre como catalizador, a 40 °C y
200 rpm.

La Tabla 17 muestra los rendimientos en producto y el grado de conversion del
sustrato limitante (N-a-CBZ-Val-OH) en la reaccion de sintesis enzimética bajo
control termodinamico a 40 °C y 200 rpm del péptido Z-VG en un medio miscible
formado por metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Segun la Tabla 17 el maximo rendimiento en producto fue de 13,5 % a las 7 h
de reaccidn en coincidencia con a maxima conversion de sustrato en producto (17,7
%). Esto indica que 86,3 % de sustrato quedd sin consumir. EI tiempo de vida media
de asclepaina soluble en metanol (30 % v/v) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 fue de
7,21 h (Tabla 3). Entonces la inactivacion de la enzima no parece ser razon de la
detencion de la reaccion de sintesis porque practicamente el 50 % de la enzima
deberia estar aun activa después de 7 h de reaccion. Sin embargo, lass condiciones no
son comparables porque en la reaccion de sintesis se genera agua como producto de
la condensacion peptidica lo que podria haber disminuido la actividad de la enzima.

Otra razon puede ser el control difucional del donador de acilo a través de la nterfase
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del medio bifasico, lo que podrd resolverse mediante una mayor velocidad de

agitacion.

Tabla 17. Rendimiento en producto (n) y grado de conversién del donador de acilo
(as) en la sintesis bajo control termodindmico de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) en
un medio formado por 30 % v/v de metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,
utilizando 200 pL de asclepaina soluble (6 Ul/mg), a 40 °C y 200 rpm.

0 0 7,30 0 0

1 0,07 7,23 0,96 0,96
3 0,27 7,01 3,93 3,77
7 0,99 6,30 13,70 13,50
12 0,97 6,30 13,70 13,30

Finalmente, la relacion enzima: sustrato limitante y otros factores que alteran
ka constante de equilibrio de ionizacion (Ko, seccion 1.4.1.), tales como pH, las
bases aceptoras de protones (para reducir la acidez del grupo carboxilo del donador
de acilo), la constante dieléctrica del medio (€) y agentes precipitantes del producto
peptidico son algunas variables que deberian ser estudiadas con el objeto de
optimizar el rendimiento de la reaccion de sintesis de Z-VG bajo control
termodinamico, donde la constante de equilibrio de la reaccion es la que determina el

rendimiento en producto.

3.5.2. Sintesis enzimatica de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG), en sistema
homogéneo, utilizando asclepaina inmovilizada en Octil-Glioxil-Silica (OGS)
3.5.2.1. Sintesis bajo control cinético

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio miscible se detallan a continuacién:
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Mecanismo de reaccion control cinético

Medio de reaccion metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8
Condiciones de reaccion 40 °C, 200 rpm

Activador 2-mercaptoetanol (20 mM)

Donador de Acilo N-a CBZ-Val-pNO (7,284 mM)

Enzima asclepaina inmovilizada en OGS, 200 pL (43 Ul/g)
Nucledfilo L-Gly-OH (7,284 mM)

Base aceptora de H* trietilamina (7,284 mM)

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos cuando se llevo a cabo la
sintesis de Z-VG en un medio miscible formado por 30 % 6 50 % v/v de metanol en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina inmovilizada en OGS.

La Figura 23 (a y b) presenta la separacion de los componentes de una muestra
de la reaccion de sintesis bajo control cinético de Z-VG después de 15 min de
reaccion, utilizando asclepaina inmovilizada en OGS en los medios miscibles
formados por 30 % 6 50 % (v/v) de metanol en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8. En los
mismos se observa: (I) N-a-CBZ-Val-OH (tr: 2,6 min), (Il) Z-VG (tr: 3,75 min),
(1) N-a-CBZ-Val-pNO (tg: 5,13 min).
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Figura 23. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético por RP-HPLC, luego de 1 min de reaccion, en un medio homogéneo
formado por metanol a) 30 % v/v y b) 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8,
utilizando asclepaina inmovilizada en OGS como catalizador, a 40°C, 200 rpm. (1)
N-0-CBZ-Val-OH (tr: 2,6 min), (1) Z-VG (tz: 3,75 min), (111) N-a-CBZ-Val-pNO
(tr: 5,13 min).

La Figura 24 (a, b) muestra la evolucion en el tiempo del sustrato limitante (N-
a-CBZ-Val-pNO), del producto de sintesis enzimatica (Z-VG) y del producto de
hidrélisis (N-a-CBZ-Val-OH), utilizando asclepaina inmovilizada en OGS, en un
medio miscible formado por 30 % 6 50 % (v/v) de metanol en buffer Tris-HCI 0,1

M pH 8, a40°C y 200 rpm.
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Figura 24. Variacion en el tiempo de la concentracion de los componentes de la
reaccion de sintesis enzimatica del dipéptido N-o-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) en un
medio miscible formado por a) 30 % ¢ b) 50 % v/v de metanol en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8, a 40 °C y 200 rpm, utilizando asclepaina inmovilizada en OGS como
catalizador.
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Z-VG se purifico mediante una columna Cig, Se secd en un equipo
concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), y se determin6
su peso molecular por espectrometria de masas LCMS-2020 (Shimadzu), utilizando
un espectrometro de masas con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI-
MS). El espectro obtenido es concordante con el presentado en la Figura 17.

La Tabla 18 muestra el rendimiento en producto y el grado de conversién del
donador de acilo en la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del
péptido Z-VG a 40 °C y 200 rpm, utilizando asclepaina inmovilizada en OGS, en un
medio miscible formado por metanol 30% v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8. Los
pardmetros n (rendimiento) y as (grado de conversion del donante de acilo) se

cuantificaron mediante las ecuaciones 4 y 5 respectivamente.

Tabla 18. Rendimiento en producto (n) y grado de conversiéon del donador de acilo
(o) en la sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) a 40 °C y
200 rpm, utilizando asclepaina inmovilizada en Octil-Glioxil-Silica (OGS) en un

medio formado por metanol 30% v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8.

Tiempo Z-V-pNO Z-VG Z-V-OH as 1M
(min) — (mM) (mM) (mM) (%) (%)

0 7,30 0 0 0 0
15 1,70 5,70 2,23 77 78
30 1,03 6,24 2,26 86 85
45 0,70 6,44 2,19 90 88
180 0,60 6,97 2,12 92 95
300 0,60 6,90 2,06 92 95

Segln muestra la Tabla 18 el maximo grado de conversion en sustrato fue 92
% a las 5 h de reaccién, mientras que el maximo rendimiento en producto fue 95 % a
las 3 h de reaccion, sin verse el producto afectado por la hidrolisis en dicho tiempo.

En consecuencia, el naumentd cinco veces cuando se utilizd asclepaina

inmovilizada en OGS respecto de los valores obtenidos con la enzima soluble.
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La Tabla 19 muestra los valores de n y as en la reaccion de sintesis enzimatica

bajo control cinético del péptido Z-VG a 40 °C y 200 rpm, utilizando asclepaina

inmovilizada en OGS, en un medio miscible formado por metanol 50% v/v en buffer

Tris-HCI 0,1M pH 8..

Segun la Tabla 19 el maximo grado de conversion de sustrato limitante fue

84,36 % a las 5 h de reaccion. EI maximo rendimiento en producto fue 93 % alas 3 h

de reaccidn, valor muy similar al obtenido en el medio formado por metanol 30% v/v

en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Tabla 19. Rendimiento en producto (n) y grado de conversién del donador de acilo

(as) en la sintesis bajo control cinético de N-o-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) en un

medio formado por metanol 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, utilizando

asclepaina inmovilizada en Octil-Glioxil-Silica (OGS), a 40 °C y 200 rpm.

Tiempo Z-V-pNO Z-VG Z-V-OH os M
(h) (mM) (mM) (mM) (%) (%)
0 7,29 0 0 0 0
0,01 7,18 0,10 0,01 15 1
0,02 7,12 0,20 0,02 2 3
0,08 6,40 1,06 0,11 12 15
0,17 5,80 2,12 0,20 20 29
0,25 5,10 3,16 0,33 30 43
0,50 3,50 59 0,65 52 81
3 1,96 6,75 2,07 73 93
5 1,14 6,50 2 84 89

De acuerdo a los resultados, la inmovilizacion de asclepaina en OGS permitio
obtener el péptido deseado (Z-VG) en 30% o 50% v/v de metanol en buffer Tris-HCI

0,1 M pH 8 con rendimientos del 98% y 93%, sin necesidad de reducir el contenido

acuoso del medio de reaccion.
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3.5.2.2. Sintesis bajo control termodinamico
La sintesis de Z-VG bajo control termodinamico empleando asclepaina
inmovilizada en Octil-Glioxil-Silica (OGS), a 40 °C y 200 rpm, no procedid

favorablemente y ningun producto de sintesis fue obtenido.

3.5.3. Sintesis enzimatica de N-a-CBZ-GIn-Gly-OH (Z-QG), en un sistema
macroheterogéneo, utilizando asclepaina soluble
3.5.3.1. Sintesis bajo control cinético

Las condiciones bajo las cuales se llevd a cabo la reaccion de sintesis de Z-QG,

bajo control cinético en un medio macroheterogéneo se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccién control cinético
acetato de etilo 50 % v/v en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8

Medio de reaccién

Condiciones de reaccion 40 °C, 200 rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20 mM)
Donador de Acilo N-a CBZ-Val-pNO (6,5 mM)
Enzima asclepaina soluble 200 pL (6 Ul/mg)
Nucledfilo L-GIn-OH (6,5 mM)

Base aceptora de H* trietilamina (6,5 mM)

La Figura 25 muestra la separacion de los componentes de una muestra de la
reaccion de sintesis bajo control cinético de Z-QG, utilizando asclepaina soluble en
el medio macroheterogéneo formado por acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 8, después de 5 min de reaccion. En el mismo se observa (I) N-a-CBZ-
GIn- pNO (tgr: 3.845 min) y (I1) N-a CBZ-GIn-Gly-OH (tr: 7,023 min).
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Figura 25. Separacion de los componentes de la reaccion de sintesis bajo control
cinético de N-a-CBZ-GIn-Gly-OH por RP-HPLC, en la fase orgénica de un medio
macroheterogéneo formado por acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M
pH 8, utilizando asclepaina soluble como catalizador, luego de 0,5 min de reaccién a
40 °C, 200 rpm. (1) N-a-CBZ-GIn-pNO (tr: 3.845 min) y (II) N-a-CBZ-GIn-Gly-OH
(tr: 7,023 min).

Z-QG se purific6 mediante una columna Cig, se secd en un equipo
concentrador (Thermo Scientific Savant™ SPD131DDA SpeedVac), y se analizé por
espectrometria de masas LCMS-2020 (Shimadzu), utilizando un espectrometro de
masas con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI-MS). El espectro

obtenido se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Espectro de masa del peptido carboxi terminal con potencial actividad

antihipertensiva: Z-QG-OH.
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La Figura 27 muestra la evolucién en el tiempo del sustrato limitante (N-a-
CBZ-GIn-pNO), del producto de sintesis enzimética (N-a-CBZ-GIn-Gly-OH), y del
producto de hidrolisis (N-a-CBZ-GIn-OH), utilizando asclepaina soluble en un
medio macroheterogéneo formado por 50 % v/v de acetato de etilo en buffer Tris-
HCI 0,1 M pH 8, a 40 °C y 200 rpm.
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Figura 27. Variacién en el tiempo de la concentracion de los componentes de la
reaccion de sintesis enzimatica a 40 °C y 200 rpm del dipéptido N-a-CBZ-GIn-Gly-
OH (Z-QG) en un medio macroheterogéneo formado por 50 % (v/v) de acetato de

etilo en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble como catalizador.

Tabla 20. Rendimiento en producto (n) y grado de conversién del donador de acilo
(as) en la sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-GIn-Gly-OH (Z-QG) en un
medio formado por 50 % v/v de acetato de etilo en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8§,
utilizando 200 pL de asclepaina soluble (6 Ul/mg), a 40 °C y 200 rpm.

Tiempo  Z-Q-pNO  Z-Q-OH Z-QG o n
(min) (mM) (mM) (mM) (%) (%)
0 6,50 0 0 0 0
0,5 0 0,39 5,97 98 76,43
30 0 5,30 0,92 100 7,23
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3.5.3.2. Sintesis bajo control termodinamico
La sintesis de Z-QG bajo control termodindmico empleando asclepaina soluble
y N-0-CBZ-GIn-OH como sustrato limitante, a 40 °C y 200 rpm, no procedi6

favorablemente y ningun producto de sintesis fue obtenido.

3.5.4. Sintesis enzimatica de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ), utilizando
asclepaina soluble en un sistema macroheterogéneo (bifasico)
3.5.4.1. Sintesis bajo control cinético

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos cuando se llevé a cabo la
sintesis de Z-YQQ en un medio bifasico formado por 50 % v/v de acetato de etilo en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la reaccion de sintesis bajo

control cinético en un medio bifésico se detallan a continuacion:

Mecanismo de reaccion control cinético
acetato de etilo 50 % v/v en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8

Medio de reaccion

Condiciones de reaccion 40 °C, 200 rpm
Activador 2-mercaptoetanol (20 mM)
Donador de acilo N-a CBZ-Tyr-pNO (72,5 mM)
Enzima asclepaina soluble 200 pL (6 Ul/mg)
Nucledfilo L-GIn-OH (72,5 mM)

Base aceptora de H” trietilamina (72,5 mM)

La Figura 28 presenta la separacion de los componentes de una muestra de la
reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético de Z-YQQ, utilizando
asclepaina soluble en un medio formado por acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-
HCI 0,1 M pH 8, 50 % v/v después de 5 min de reaccion.

Segun la Figura 28 (a), a tiempo de retencion tg: 9,8 min en la fase acuosa, se
obtuvo el producto principal (1), que se hidrolizd después de 3 h de reaccion.

Ademas, se observd un subproducto a tg: 15,2 min (V) en la fase organica, que
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permanecio invariable durante todo el tiempo de reaccion (Figura 28 b) y coincide

con el blanco de reactivo (sin enzima).
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Figura 28. Separacién de los componentes de la reaccion de sintesis enzimatica de N-
a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH por RP-HPLC de: a) fase acuosa y b) fase organica después
de 5 minutos de reaccion, usando asclepaina como catalizador, a 40 °C y 200 rpm. I
producto principal (tg: 9,8 min), Il: enzima (tg: 2-4min), 1ll: Z-Y-pNO (tg: 5,7 min),
IV: p-nitrofenol (tr: 6,8 min), V: subproducto (tr: 15,2 min). Linea punteada: control

de reactivos.

El producto obtenido en la fase acuosa se separé facilmente al detener la
agitacion, se purificé mediante una columna Cyg, Se seco en un equipo concentrador

(Thermo Scientific Savant™ SPDI131DDA SpeedVac), y se determind su peso

127



molecular por espectrometria de masas LCMS-2020 (Shimadzu), utilizando un
espectrometro de masas con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI-MS).
El espectro de masas del producto principal de la reaccion de
la sintesis (I, tr 9,8 min), revel6 una masa idnica de m/z 568, correspondiente al
péptido Z-YQQ y no al dipéptido esperado, Z-YQ (Figura 29).
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Figura 29. Cromatograma obtenido por RP-HPLC (a) y espectro de masa (b) del
péptido con potencial actividad antihipertensiva N-o-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-
YQQ).

La Figura 30 muestra la evolucion en el tiempo del sustrato limitante (N-a-

CBZ-Tyr-pNO), del producto de sintesis enziméatica (N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH),
de la enzima y de pNO, en el medio de reaccion formado por 50 % v/v de acetato de
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etilo en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina soluble, a 40 °C y 200

rpm.
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Figura 30. Variacién en el tiempo de la concentracion de los componentes de la
reaccion de sintesis enzimatica del dipéptido N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ)
en el medio de reaccién formado por 50 % (v/v) de acetato de etilo en buffer Tris-

HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina libre como catalizador, a 40 °C y 200 rpm.

La Tabla 21 muestra el rendimiento en producto y el grado de conversion del
donador de acilo en la reaccion de sintesis enzimatica bajo control cinético del
péptido Z-YQQ en el medio de reaccion formado por 50 % (v/v) de acetato de etilo
en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, utilizando asclepaina libre como catalizador, a 40 °C
y 200 rpm. Los pardmetros n_(rendimiento) y as (grado de conversion del donante de

acilo) se cuantificaron mediante las ecuaciones 4 y 5 respectivamente.
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Tabla 21. Rendimiento en producto (n) y grado de conversién del donador de acilo
(as) en la sintesis bajo control cinético de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ) en el
medio de reaccion formado por 50 % v/v de acetato de etilo en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8, utilizando 200 pl de asclepaina soluble (6 Ul/mg), a 40 °C y 200 rpm.

Tiempo  Z-Y-pNO  Z-YQQ pNO A n
(min) (mM) (mM) (mM) (%) (%)
0 72,5 0 0 0 0
5 36 65 61 95 85
20 1,2 65 71 99 99
60 05 66 72 93 42
180 0 67 72,5 100 100

3.5.4.2. Sintesis bajo control termodindmico

La sintesis de Z-YQQ bajo control termodinamico empleando N-a CBZ-Tyr-
OH como sustrato limitante y asclepaina soluble a 40 °C y 200 rpm, no procedi6
favorablemente y ningun producto de sintesis fue obtenido.

3.6. Actividades bioldgicas in vitro de los péptidos sintetizados

La bioactividad de un péptido estd determinada por su composicion y
secuencia de aminoécidos, y muchos de ellos han revelado propiedades
multifuncionales (Mora y col., 2014; Singh y col., 2014; Guzman y col., 2007).

En nuestro laboratorio, los péptidos obtenidos por sintesis quimica y
enzimatica, o provenientes de fuentes naturales, son habitualmente investigados en
torno a sus actividades antimicrobianas, antihipertensivas, anticoagulantes,
antiinflamatorias, citoprotectora gastroduodenal, anti quorum sensing, irritante
dérmica y alergoldgicas (Origone y col., 2015; Barberis y col., 2018; Origone y col.,
2018; Barcia y col., 2016, 2018).
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3.6.1. Actividad antihipertensiva in vitro de N-a-CBZ-Val-Gly-OH (Z-VG) y N-
a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ)

La actividad antihipertensiva de los péptidos sintetizados por via enzimatica Z-
VG y Z-YQQ se evalué como actividad inhibitoria de la ECA en ensayos in vitro.
Para ello, se prepard una solucion stock del sustrato Abz-FRk-(Dnp)P-OH (FRET)
en DMSO 100% (1 mg/mL) y a partir de ésta se hicieron diferentes diluciones para
construir una curva de calibracion (Figura 31). Luego, se realiz6 una curva de
actividad de ECA para determinar la actividad de la misma en funcién del tiempo,
utilizando FRET como sustrato (Figura 32). Ademas, se realizd6 una curva de
inhibicion de ECA frente a distintas concentraciones de captopril (inhibidor
comercial de la enzima) (Figura 33).

Finalmente, se estudio la capacidad inhibitoria de ECA por parte de Z-VG y Z-
YQQ, en comparacion con los péptidos tomados como modelo en este estudio (VG,
YQ y QG), con otros andlogos obtenidos por sintesis quimica (Figuras 14 a 16) y con
el inhibidor comercial captopril (Tabla 22).
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Figura 31. Curva de calibrado del sustrato de la enzima convertidora de angiotensina

(ECA) Abz-FRK-(Dnp)P-OH (FRET) en DMSO.
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Figura 32. Actividad enzimatica de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
frente al sustrato Abz-FRK-(Dnp)P-OH (FRET) en DMSO, en funcion del tiempo.
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Figura 33. Perfil de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
frente al inhibidor comercial captopril, utilizando Abz-FRK-(Dnp)P-OH (FRET) en
DMSO.
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La Tabla 22 muestra los porcentajes de inhibicién de la ECA obtenidos al

incorporar 100 mg/mL de los péptidos en estudio.

Tabla 22. Porcentajes de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

en presencia de los péptidos sintetizados.

Péptido mg/mL % Inhibicion  1Csy (MM)
VG @ 69,8 1,10
YQ® 50 0,63
QG ® 7,40
Z-VG 100 325 2,50
Z-YQQ 100 85,5 0,25
Z-YQQ-NH, 100 44,8 0,48
YQQ-OH 100 85,0 0,61
YQQ-NH;, 100 17,23 1,25
Captopril @ 100 100 0,21x10™

WG Cheung y col. (1980); ¥ Shamloo y col. (2015); ¥ Ondetti y Cushman (1982).

La actividad antihipertensiva del péptido Z-VG sintetizado por via enzimatica
es 37,3% inferior a la informada por Cheung y col. (1980) para el péptido analogo
VG.

Sorprendentemente, el péptido Z-YQQ sintetizado por via enzimética en
nuestro laboratorio presentd un porcentaje de inhibicion 35,5% mayor a la expresada
por YQ (Shamloo y col., 2015). Ademas, el analogo sintetizado por via quimica
(YQQ-OH) también mostré un porcentaje de inhibicion similar al péptido obtenido
por via enzimatica. Sin embargo, los anadlogos amino-terminal sintetizados por via
quimica expresaron porcentaje de inhibicion de ECA menores que los carboxilo-
terminal de idéntica secuencia péptidica. Este hecho fue informado previamente para
otros péptidos en la bibliografia, sugiriendo que la union selectiva del grupo
carboxilo-terminal del péptido inhibidor de la ECA es determinante de su

especificidad y actividad (Cheung y col., 1980).
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Finalmente, los valores obtenidos de 1Cso para todos los péptidos informados
en la Tabla 22, son notablemente méas altos que los obtenidos por el inhibidor
comercial captopril. Segun la bibliografia, captopril presenta I1Csp: 0,21x10™ (Ondetti
y Cushman, 1982). No obstante, es probable que dicha diferencia se deba a la
metodologia utilizada para medir la actividad inhibitoria de ECA. Justamente, el
problema que se plantea al medir la actividad antihipertensiva in vitro como
actividad inhibitoria de ECA es la seleccion de la metodologia a utilizar, ya que no
existe un método estandarizado para tal determinacién (Li y col., 2005, Carmona y
col., 2006; Corrons y col., 2012).

Si bien, estos valores seran corroborados por una nueva metodologia que se
estd poniendo a punto en nuestro laboratorio, es evidente que Z-YQQ y Z-VG son
promisorios agentes antihipertensivos, en especial el primero. Por tal razon, dicho
péptido fue seleccionado para realizar otros estudios de actividad inhibitoria,
toxicidad y estabilidad para evaluar la efectividad, inocuidad y otras actividades
biol6gicas del mismo.

3.6.2. Actividad antimicrobiana in vitro de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ)

Segun bibliografia, los péptidos frecuentemente presentan mas de una actividad
bioldgica (Mora y col., 2014; Singh y col., 2014).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de
determinacion de actividad antimicrobiana del péptido Z-YQQ frente a S. aureus
ATCC 25923 y E. coli ATCC 25.922, bacterias representativas Gram positiva y
Gram negativa, respectivamente.

En las Figuras 34 y 35 se ilustran las curvas de crecimiento de S. aureus ATCC
25923 y a E. coli ATCC 25.922 en un caldo de cultivo Muller-Hinton, en presencia
del péptido en estudio (0 a 230 pg/mL).
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Figura 34. Cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a 37 °C y
180 rpm, en caldo Muller-Hinton en ausencia y presencia del tripéptido N-o-CBZ-

Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ) (0 a 230 pg/mL).
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Figura 35. Cinética de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 a 37 °C y 180

rpm, en caldo Miller-Hinton en ausencia y presencia del tripéptido N-a-CBZ-Tyr-

GIn-GIn-OH (Z-YQQ) (0 a 230 pg/mL).
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el péptido Z-YQQ no presenta

actividad antimicrobiana significativa en el rango estudiado.

3.6.3. Actividad anticoagulante in vitro de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ)

La actividad anticoagulante del péptido Z- YQQ se determin6 mediante Wiener
Lab Test, tal como se describio en la seccion 2.5.3. Los test APTT y PT comUnmente
permiten detectar anormalidades en la via intrinseca y extrinseca de la coagulacion,
respectivamente, mientras que el test TT permite detectar el contenido y la actividad
coagulante del fibrindgeno en la via comdn de la coagulacion (Thiruvenkatarajan y
col., 2014).

Segln TT, se encontré que el péptido Z-YQQ causoé un retraso de 10 seg en el
tiempo de conversion de fibrindgeno a fibrina. Es decir, el tiempo de coagulacién en
la muestra (con péptido) fue 50 % mas alto que en el control. Por otro lado, PT
mostro que el péptido Z-YQQ causé un retraso de 19 seg en el tiempo de conversion
de protrombina a trombina. Es decir, el tiempo de coagulacion fue 136 % mas alto en

la muestra con péptido que en el control (Tabla 23).

Tabla 23. Test de coagulacion para evaluar la actividad anticoagulante del tripéptido
N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ). APTT: Tiempo Parcial de Tromboplastina

Activado. PT: Tiempo de Protrombina. TT: Tiempo de Trombina.

APTT (s) PT (s) TT (s)
Control: 36 s Control: 14s Control: 20 s
Valores de referencia 30-43 10-14 17-21
Z-YQQ 45 33 30
Heparina 56 33 31

Finalmente, la accidn de Z-YQQ sobre algunos factores (VII1, 1X, X1y XII) de
la cascada de coagulacion sanguinea se evaluo usando APTT. Aunque el péptido Z-
YQQ causé 9 seg de retraso con respecto al control, no hay una diferencia
significativa entre los valores obtenidos en el APTT y los valores de referencia. Por

lo tanto, Z-YQQ no actud sobre la via intrinseca. De acuerdo con los resultados
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informados, el tripéptido Z-YQQ actué en la via extrinseca de la cascada de
coagulacion.

Segun la literatura, el ensayo de laboratorio ampliamente utilizado para
monitorear la terapia de anticoagulacion con heparina fraccionada, es APTT. Un
rango terapéutico aceptado para APTT es 1,5 a 2,5 veces el valor de control
(Eikelboom y Hirsh, 2006). De acuerdo con nuestros resultados, 0,7 ppm de heparina
mostrd valores similares de TT y PT que Z-YQQ, mientras que APTT fue més alto

que en el altimo.

3.7. Ensayos de toxicidad aguda de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ) en
ensayos in vitro, utilizando lineas celulares

La Figura 36 muestra el porcentaje de viabilidad celular después de la
exposicion de la linea celular humana 293FT a diferentes concentraciones del
péptido Z-YQQ (0,7 a 21 ppm), durante 4 h a 37 °C en atmosfera de aire enriquecido
en 5% de CO,.

Se utilizo el método de Kruskall-Wallis ANOVA para evaluar las diferencias
significativas en los valores de viabilidad celular después de exponer la linea celular
humana 293FT a diferentes concentraciones de péptido y controles positivos (C +) y
negativos (C-) y se determind que el péptido Z-YQQ no produjo disminucion (p <
0,05) en la viabilidad celular bajo las condiciones de la prueba de toxicidad. Cuando
se utilizaron 0,7 ppm de péptido, se midi6 una tasa de viabilidad superior a la del
control (100%). Sin embargo, esta diferencia fue menor del 10% por lo que no se
considerd una proliferacién significativa (Escobar y col., 2010). Este efecto podria
estar relacionado al efecto de hdrmesis, término utilizado por los toxicélogos para
referirse a una respuesta de dosis bifasica a un agente externo, que se caracteriza por
una baja dosis de estimulacion o efecto beneficioso y alta dosis de inhibidor o efecto
toxico (Mattson, 2008). Segun la prueba de Kruskall-Wallis, Z-YQQ no fue

citotoxico en el ensayo in vitro a las concentraciones analizadas.
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Figura 36. Actividad citotoxica in vitro de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ)

sobre la linea celular 293FT. O C+: Control positivo; B C-: Control negativo;

Concentracion del péptido: & 0,7; 021,07 y @ 21 ppm.

3.8. Determinacion de la estabilidad de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ) en
plasma humano

La Figura 37 muestra la actividad anticoagulante retenida (TT, PT y APTT) del
péptido Z-YQQ en funcion del tiempo de incubacion (min) en plasma humano sano.
Segun la Figura 37, el péptido Z-YQQ conservé entre el 83% Yy el 91% de actividad
expresada en los test de tiempo de trombina (TT), el tiempo de protrombina (PT) y el
tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT), después de 15 min de incubacion
en plasma humano sano. Estos resultados muestran la alta estabilidad del péptido
sintetizado en el rango de tiempo estudiado.
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Figura 37. Actividad anticoagulante retenida de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-
YQQ) en plasma humano sano en funcién del tiempo de incubacion. Control APTT:
36 seg; Control PT: 14 seg; Control TT: 20 seg.

3.9. Determinacién cuantitativa de fibrinégeno en plasma humano por el
método inmunoturbidimétrico, en presencia de N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-
YQQ)

La Tabla 24 muestra el efecto del péptido sintetizado (Z-YQQ) sobre la
trombina, mediante la determinacién cuantitativa de fibrindgeno en plasma humano
por el método inmunoturbidimétrico (Fibrinogen Turbiditest AA Line, Wiener Lab,
Rosario, Argentina).

De acuerdo con la Tabla 24, la trombina fue inhibida por Z-YQQ (17 %),
retrasando el tiempo de polimerizacion de fibrindgeno a fibrina y la formacién de
coadgulos, de la misma manera que lo observado con heparina (18 %) en las
condiciones de estudio.

Estos resultados son concordantes con los del test de coagulacién, presentados

en la Tabla 23, puesto que de acuerdo con los mismos, Z-YQQ actu6 a nivel de la via
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extrinseca de la cascada de coagulacion (TP) y de la via comun, retrasando el tiempo

de conversion de fibrindgeno a fibrina (TT), con valores similares a heparina.

Tabla 24. Efecto del péptido N-a-CBZ-Tyr-GIn-GIn-OH (Z-YQQ) sobre la enzima
trombina, usando la determinacion cuantitativa de fibrinégeno en plasma mediante el
método inmunoturbidimétrico.

Concentracién Porcentaje de
de fibrindgeno inhibicion
(mg/ml) (%)
Blanco control (BC) 0,83 @)
Control negativo (-) 0,50 (b)
Control positivo (+) 0,65 18
Z-YQQ 0,64 17

(@) Contenido total de fibrindgeno en la muestra (sin trombina), (b) Contenido de
fibrindgeno restante en la muestra después de la accion de la trombina, en las
condiciones de estudio.
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El objetivo general de este trabajo fue aplicar proteasas pre-purificadas de
Asclepias curassavica L. (Asclepiadaceae), una planta superior que crece en
Argentina, en forma soluble o inmovilizada y en sistemas acuoso-orgéanicos, como un
nuevo catalizador de la sintesis de péptidos con potencial actividad antihipertensiva
in vitro.

Para seleccionar los medios de reacciébn mas promisorios de las sintesis de
péptidos, se estudié el efecto de los solventes orgénicos sobre la actividad
proteolitica y la estabilidad operacional de asclepaina en sistemas homogéneos y
macroheterogéneos, utilizando la enzima libre e inmovilizada en diferentes soportes.

Los medios de reaccion méas promisorios fueron el sistema homogéneo
formado por metanol 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8, y el sistema
macroheterogéneo formado por 50% v/v de acetato de etilo en buffer Tris-HCI 0,1 M
pH 8. En ellos, asclepaina expresé tiempos de vida media de 7,21 y 11,07 h,
respectivamente.

El efecto de los de los solventes organicos sobre la estructura secundaria de
asclepaina cl se estudio por FTIR y se evalu6 mediante el coeficiente de similitud
espectral (r), tomando como referencia la estructura secundaria obtenida en buffer
Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Asclepaina cl en los sistemas miscibles estudiados, excepto en el medio
formado por buffer Tris HCI 0,1 M pH 8 y THF 70 % v/v, no mostr6 diferencia
significativa entre la estructura secundaria que adquirié cuando se solubilizé en
buffer, en metanol 30 % v/v o DMS 70 % v/v, en concordancia con el hecho de que
en dichos medios miscibles se obtuvieron los mayores tiempos de vida media de la
enzima. Por el contrario, asclepaina cl en los sistemas bifasicos formados por 1-
octanol 30 % v/v, hexano 50 % v/v, acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1
M pH 8, presento diferencias espectrales significativas. Sin embargo, y a pesar de su
menor similitud, asclepaina cl mostré mayor estabilidad en los sistemas bifasicos que
en los sistemas miscibles seleccionados. En los primeros, la alta estabilidad
enzimatica puede deberse a que asclepaina no se ve afectada por encontrarse en la
fase acuosa, por lo que no entra en contacto con los solventes organicos directamente

como si ocurre en sistemas homogeéneos. Por lo tanto, los cambios en la expresion
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catalitica de asclepaina cl en buffer y en los sistemas acuoso-organicos estudiados no
estan relacionados con los cambios estructurales de la enzima.

La seleccion del donador de acilo (sustrato limitante) para las reacciones de
sintesis se realiz6 mediante un estudio de las preferencias de asclepaina por diversos
derivados aminoacidicos sintéticos, en los medios de reaccion previamente
seleccionados.

Asclepaina en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y en metanol 30 % v/v exhibid
amplia preferencia por los derivados aminoacidicos no polares, especialmente por
Val; mientras que en acetato de etilo 50 % v/v. mostrd preferencia por los
amino&cidos polares, especialmente por GIn'y Tyr.

A partir de la base de datos BIOPEP (2012) y de bibliografia, tomando como
base las preferencias de asclepaina, se seleccionaron los péptidos Val-Gly (VG),
GIn-Gly (QG) y Tyr-GIn (YQ), con actividad antihipertensiva in vitro con el objeto
de sintetizarlos por via enzimética.

Se obtuvieron con éxito los péptidos Z-YQQ, analogo de YQ, Z-VG, anéalogo
de VG, y Z-QG, anélogo de QG.

El péptido Z-YQQ fue sintetizado por via enzimatica bajo control cinético en
acetato de etilo 50 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, con un rendimiento de 100
% utilizando asclepaina soluble como catalizador.

El péptido Z-VG fue sintetizado por via enzimética bajo control cinético y
termodinamico, en metanol al 30 % v/v en buffer Tris-HCI 0,1M pH 8, utilizando
asclepaina en forma soluble e inmovilizada. El rendimiento en producto de la
reaccion de sintesis bajo control cinético utilizando asclepaina soluble fue de 19 %
pero se logré una maximizacién de 95 % de rendimiento empleando asclepaina
inmovilizada en OGS. EIl rendimiento en producto de la sintesis del péptido Z-VG
bajo control termodinadmico fue solo 13,5 %.

El péptido Z-QG fue obtenido mediante sintesis bajo control cinético y no asi
bajo control termodinadmico; el rendimiento maximo alcanzado fue de 76,43 %.

La actividad antihipertensiva de los péptidos Z-YQQ y Z-VG se evalu6 como
actividad inhibitoria de ECA en ensayos in vitro. El péptido de sintesis enzimatica Z-

YQQ-OH mostré un porcentaje de inhibicion 35,5% mayor al expresado por el
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péptido modelo YQ (Shamloo y col., 2015). Por el contrario, la actividad
antihipertensiva del péptido Z-VG fue 37,3 % inferior a la del péptido analogo VG
(Cheung y col., 1980). No obstante, en ambos casos los valores de 1Cs, obtenidos son
notablemente mayores que el valor correspondiente al del inhibidor comercial
captopril (ICsq de 0,21x10™* mM). Dicha diferencia puede deberse a que no existe un
método estandarizado para medir la actividad antihipertensiva in vitro como
actividad inhibitoria de ECA,; por lo que éstos valores seran corroborados por una
nueva metodologia.

Los resultados mencionados en el parrafo anterior demuestran que Z-YQQ y Z-
VG son promisorios agentes antihipertensivos, el primero en mayor medida. Por lo
que fue seleccionado para realizar estudios de toxicidad, estabilidad y otras
actividades bioldgicas del mismo.

Al evaluar la actividad antimicrobiana de Z-YQQ en un cultivo batch a escala
de laboratorio frente a una cepa Gram positiva (S. aureus ATCC 25923) y frente a
una cepa Gram negativa (E. coli ATCC 25922) no se observé inhibicion del
crecimiento microbiano.

Por otra parte, se determind la actividad anticoagulante del péptido Z-YQQ
mediante Wiener Lab Test. El péptido sintetizado por via enziméatica Z-YQQ actud
sobre la via general y sobre la via extrinseca de la cascada de coagulacién sanguinea,
aumentando el tiempo de coagulacién y retrasando el tiempo de polimerizacion de
fibrindgeno a fibrina y la formacion del codgulo, de manera similar a heparina.
Dichos resultados pusieron de manifiesto su potencial, no solo como agente
antihipertensivo, sino también como agente anticoagulante. Ademas, se demostrd
que el péptido Z-YQQ retuvo el 82% de su actividad anticoagulante durante 15 min
en un pool de plasma humano de individuos sanos, demostrando la alta estabilidad
del péptido sintetizado en el rango de tiempo estudiado.

La toxicidad aguda del péptido Z-YQQ se determind como porcentaje de
viabilidad celular después de exponer, durante 4 h a 37 °C, la linea celular humana
293 FT a diferentes concentraciones del péptido mencionado. Se empled el método

estadistico Kruskall-Wallis ANOVA para evaluar las diferencias significativas en los
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valores de viabilidad celular y se determind que Z-YQQ no fue citotdxico en el
ensayo in vitro a las concentraciones analizadas.

En general, esta tesis doctoral aporta nuevas estrategias y productos de interés
para la industria alimenticia y farmacéutica, que implican una expansion del mercado
actual y la potencial transferencia de resultados al sector socio-productivo interesado
en los mismos. Ademas, contribuye al aprovechamiento de los recursos naturales
renovables autoctonos de nuestro pais, como son las fuentes vegetales de enzimas
proteoliticas que han sido escasamente exploradas y no poseen patentes que

dificulten su explotacion.
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Actualmente, la base de datos BIOPEP informa que existen 2609 secuencias
peptidicas con potenciales actividades bioldgicas, de las cuales algunas provienen de
fuentes naturales y otras son productos de sintesis. Entre ellos, 556 secuencias
péptidicas tienen potencial actividad antihipertensiva, puesto que han demostrado ser
inhibidores de la ACE (BIOPEP Database, 2012).

En los seres vivos, los péptidos enddgenos tienen un importante protagonismo
fisiologico. Esto hace que a priori sean considerados muy interesantes para el
descubrimiento de nuevos farmacos (Vlieghe et al., 2010).

Sin embargo, el uso de los péptidos como agentes terapéuticos esta limitado
por la baja biodisponibilidad de los mismos debido a las barreras potenciales de la
digestion gastrointestinal, pobre transportabilidad a través de las membranas y rapida
eliminacién del plasma (Segura — Campos et al., 2010).

Por lo tanto, para efectuar formulaciones de péptidos biodisponibles, se debe
inhibir o modular la actividad proteolitica que degrada al péptido; reforzar su
transporte transcelular; mejorar su penetracion a través de la barrera mucosa;
incrementar su vida media en la circulacion; desarrollar péptidos analogos
(miméticos) resistentes a proteasas que mantengan su actividad bioldgica, asi como
estabilizar a los mismos por conjugacion a moléculas acarreadoras o por
encapsulacion (Mehta, 2004; Lopez-Fandifio et al., 2006; Quiros et al., 2009).

Dentro de las estrategias quimicas y/o enzimaticas generadas para mejorar la
resistencia de los péptidos a las barreras potenciales de la digestion y absorcion
gastrointestinal, aumentar la efectividad y la disponibilidad, se incluyen: - la adicion
de elementos estructurales no peptidicos que pueden copiar o antagonizar las
acciones bioldgicas de los péptidos naturales (péptido miméticos) (Pichereau and
Allary, 2005); - las modificaciones estructurales, tales como: la adicion de moléculas
de polietilenglicol (pegilacion), de &cidos grasos, isoprenoides y colesterol
(lipidacion) asi como de carbohidratos (glicosilacion) (Biron et al., 2008); - las
modificaciones quimicas, como la formacion de enlaces disulfuro entre residuos de
cisteina (ciclizacién), la sustitucion aminoacidica y la N-metilacién (Genosphere
Biotechnologies, 2012).

A nivel nacional, no se producen péptidos bioactivos a escala industrial y solo
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se reportaron 3 patentes de péptidos de interés farmacéutico (Dabur Research
Foundation, 2003; Pharmacia Ab, 2007; Glaxo Group Limited, 2003).

A nivel mundial, existe también un creciente interés en el desarrollo de
alimentos funcionales (ademas de su valor nutritivo, mejoran una funcion del
organismo o reducen el riesgo de sufrir una enfermedad) y nutracéuticos (aportan un
beneficio para la salud de cardcter médico, incluyendo la prevencion de
enfermedades).

La nutricién apunta cada vez méas a ser una ciencia que contribuya en la
prevencion de enfermedades. Es decir, no se pretende que los péptidos tengan un rol
terapéutico, sino el de evitar o prevenir la enfermedad.

En este sentido, los péptidos con potenciales actividades antihipertensivas
incorporados a alimentos no tendran un rol terapéutico sino que podrian contribuir a
mantener la salud de la poblacion, evitando la hipertension que es uno de los
problemas de salud publica més importante del mundo (Maolin, 2018). Sin embargo,
no existen alimentos funcionales aprobados en nuestro continente para su
comercializacion que contengan péptidos antihipertensivos.

Como unico antecedente, el Ministerio de Salud y Bienestar de Japon adopto
un sistema de licencias FOSHU (Foods for Specific Health Use) para la
incorporacion de ciertos ingredientes activos de alimentos, tales como los péptidos
antihipertensivos: Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro, y Val-Tyr (Matsufuji y col., 1995;
Nakamura y col., 2005).

En consecuencia, las proyecciones de las investigaciones futuras estan
centradas en la aplicacion de los péptidos con actividad antihipertensiva sintetizados
en este trabajo de Tesis, para la formulacién de alimentos funcionales.

Para ello, se proyecta estudiar la actividad antihipertensiva de los péptidos
sintetizados en modelos in vivo y seleccionar matrices alimentarias que permitiran
estudiar la solubilidad y estabilidad de dichos péptidos, antes y después de la
digestion; su metabolismo, mecanismos de absorcion 'y distribucién, y citotoxicidad.

Sin embargo, no puede soslayarse la importancia de determinar previamente la
inocuidad de un nuevo ingrediente/aditivo a ser incorporado a un sistema alimentario

modelo. Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, se considera que los
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péptidos no son toxicos pero no existen protocolos oficiales para su caracterizacion
(Gil-Chavez et al., 2013).

Por analogia con otros aditivos alimentarios, y siguiendo las recomendaciones
de JECFA (WHO-JECFA, 2018), seria esencial evaluar la relacion dosis-respuesta y
la frecuencia de administracion sin observacion de efectos adversos. Para ello, seria
necesario determinar parametros especificos en animales, o6rganos aislados de
animales o cultivos celulares, tales como: dosis letal 50 (DLsgy, dosis efectiva media
(DEsg), indice terapeutico (IT), margen de seguridad (MS), ingesta diaria admitida
(IDA), entre otros. De esta forma se podria inferir el grado de toxicidad / inocuidad
del péptido en estudio.

Los estudios de los peptidicos sintéticos en seres humanos, denominada fase
clinica, requeriran de la autorizacién de organismos nacionales o internacionales
(ANMAT, FDA, EMA). En el caso de los farmacos, los mismos se realizan
siguiendo protocolos especificos como las Normas de Buenas Practicas Clinicas
(GCP); delineadas a escala internacional por la Conferencia Internacional de
Armonizacién (ICH), la cual estd conformada por el Comité de Medicamentos de
Uso Humano de la Agencia Europea de Medicamentos (CHMP-EMA), los
organismos de regulacion y farmacovigilancia de Estados Unidos de Norteamérica
(FDA) y Japon (MHW), y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Finalmente, los péptidos de mayor interés deberan ser producidos en mayor
escala para su aplicacion a sistemas reales de interés alimenticio y farmacéutico.
Para ello, serd necesario establecer la viabilidad tecnolégica y econdmica del
proceso, al mismo tiempo que se satisfacen los requisitos de las agencias reguladoras
en términos de estandares de calidad del producto y validacion del proceso.

En ese sentido, asclepaina (del latex de tallos y peciolos de Asclepias
curassavica L.) tanto en forma soluble como inmovilizada en un soporte
heterofuncional formado por octil-glioxil-silica resultd ser un catalizador atractivo
por su alta selectividad frente a los sustratos sintéticos, reproducibilidad en términos
de los productos obtenidos, y por su excelente performance en las reacciones de

sintesis peptidicas en medios acuoso- organicos de este trabajo de tesis. En

149



consecuencia, serian las configuraciones a elegir para futuros estudios de

escalamiento en reactores enzimaticos.
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