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Resumen

Se estudi6 la capacidad inhibitoria para tripsina y elastasa de extractos de vegetales autoctonos: flores de Achyrocline
satureioidehojas (marcela), hojas de Baccharis trimera (carqueja), frutos de Eugenia uniflora (pitanga) y frutos
Schinus molle (anacahuita). Los extractos, que presentaron diferentes propiedades, se obtuvieron utilizando agua o
etanol como solventes en distintas condiciones de tiempo y temperatura. La accién inhibitoria para elastasa fue baja
(< 30%) o casi nula en los extractos ensayados. Para la tripsina, todos los extractos presentaron accion inhibitoria,
observandose para un mismo material vegetal importantes diferencias segtn el solvente utilizado, independien-
temente de la temperatura de extraccion. Los extractos de S. molle fueron los de mayor actividad inhibitoria para
tripsina. Al extracto acuoso de este vegetal, obtenido a 100 °C, se le determiné IC,, y tipo de inhibicion.
Palabras clave: Inhibidores proteoliticos, serin-proteasas, inhibidores vegetales.

Abstract

The inhibitory capacity of trypsin and elastase of extracts prepared from Achyrocline satureioidehojas flowers,
Baccharis trimera leaves, Eugenia uniflora fruits and Schinus molle fruits was studied. The extracts showed di-
fferences for the same plant material depending on using water or ethanol as solvents, and were obtained under
different time and temperature conditions. The elastase inhibitory action was low (< 30%) or almost absent in the
extracts tested. For trypsin, all extracts showed inhibitory action and significant differences depending on solvent
used, regardless of the extraction temperature. Extracts of S. molle showed the most potent inhibitory activity for
trypsin. The aqueous extract of this plant obtained at 100 °C was selected to determine IC,, and inhibition type.

Keywords: Proteolytic inhibitors, serin-proteases, plant inhibitors.

Introduccion

Las enzimas proteoliticas desempefan un papel esencial en
los procesos de regulacion de funciones celulares, tanto en
etapas del desarrollo como tras la respuesta ante un estimulo
dafiino (Fuster-Lluch, et al., 2004).

Las proteasas serinicas son la clase mas estudiada de
proteasas y la tripsina es utilizada como modelo para este
grupo (Leung, et al., 2000).

Los inhibidores de proteasas, ampliamente distribuidos en
todos los organismos, han sido aislados y caracterizados de
plantas, animales y microorganismos (Mosolov, et al., 2001;
Hag, et al., 2004; Christeller, 2005).

En las plantas, los inhibidores de proteasas son compuestos
alos que se les ha atribuido importantes funciones bioldgicas,
entre ellas, participacion en los mecanismos de defensa, en
la regulacién de proteasas enddgenas (Lawrence y Koundal,
2002, Lingaraju, et al., 2008) y en respuesta a diversos facto-
res abidticos (Diaz, 2006; Mosolov y Valvuena, 2011). Se ha

postulado que estos compuestos pueden brindar resistencia a
plagas y fitopatégenos. Estos inhibidores también pueden ser
utilizados como agentes terapéuticos, firmacos dirigidos o
agentes nutracéuticos, y por esta razén su uso biotecnoldgico
va en aumento (Tiffin y Gaut, 2001; Fei Fang, et al., 2010).

A diferencia de las proteasas, las familias de inhibidores no
pueden ser agrupadas segtin el tipo catalitico de las enzimas
que inhiben, porque algunas familias contienen inhibidores que
acttian sobre distintas clases de proteasas (Rawlings, et al., 2004).

En el caso particular de la familia de inhibidores de
proteasas serinicas, las mas abundantes en plantas son: Bow-
man-Birk, Kunitz y Serpina, con caracteristicas y modos de
accién muy diferentes (Habib y Fazili, 2007).

Las flores de Achyrocline satureioidehojas (marcela), hojas
de Baccharis trimera (carqueja), frutos frescos de Eugenia
uniflora (pitanga) y frutos secos de Schinus molle (anacahuita)
constituyen una fuente natural y renovable con posibilidad
de aumentar el valor agregado de los productos obtenidos
de la flora aut6ctona de Uruguay. Ademas, estos vegetales
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son utilizados generalmente por la medicina popular y en
particular algunos son producidos en Uruguay como materia
prima empleada en las industrias cosméticas y farmacéuticas.
El objetivo de este trabajo consistié en buscar la capacidad
inhibitoria de proteasas en extractos de vegetales autoctonos
de Uruguay y evaluar su accion frente a tripsina y elastasa.

Materiales y Métodos

Materiales

Equipos
Agitador magnético Caramag MIdi, balanza Gram Precision
GX-230, bano de agua termostatizado Bioblock Scientific,
centrifuga refrigerada Sigma 3K18, espectrofotometro Shi-
madzu UV-1603.

Reactivos
Azocaseina, Na- benzoil-L-arginina etil ester (BAEE),
succinil-ala-ala-ala p-nitroanilina (SucAla;-PNA), dcido
triclorodcetico (TCA), hipoclorito de sodio, buffer fosfato

de sodio. Todos ellos calidad ppa.

Material vegetal

Al tratarse de flora nativa y autdctona, todos los ejemplares
fueron colectados en vias publicas. Las hojas de Achyrocline
satureioidehojas (marcela) fueron colectadas en abril, las hojas
de Baccharis trimera (carqueja) fueron colectadas a principios
de verano, los frutos de Eugenia uniflora (pitanga) fueron
colectados a fines de primavera y los frutos secos de Schinus
molle fueron colectados en verano (Figura 1).

Figura 1. Material vegetal. a) Flores de Achyrocline
satureioidehojas; b) Hojas de Baccharis trimera y Frutos de
c) Eugenia uniflora d) y Schinus molle.

Métodos
Preparacion de extractos vegetales

Los extractos vegetales fueron preparados a partir de material
vegetal previamente desinfectado con solucién de hipoclorito
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de sodio (0,5% v/v) durante 30 minutos a temperatura am-
biente. Fueron enjuagados repetidas veces con agua destilada
y finalmente secados en corriente de aire sobre papel de filtro.

Extractos acuosos

El material vegetal (2,0 g) se extrajo con 10,0 mL de agua
destilada, se machacé en mortero y se agité magnéticamente
durante 5 minutos. El preparado se filtr6 a vacio por vidrio
sinterizado, el filtrado obtenido se centrifug6 durante 10
minutos a 6654xg a 4 °C. Se trabajé a dos temperaturas, 25y
100 °C. Se fracciono y almacend a -20 °C.

Extractos etandlicos

Se procedi6 de igual forma que para la preparacion de ex-
tractos acuosos, empleando etanol como solvente para la
extraccion en dos condiciones de temperaturas: 25 y 40 °C.
Los extractos obtenidos se evaporaron en rotaevaporador
a 45 °C. Luego de evaporado el alcohol, se resuspendié el
concentrado con 10 mL de agua destilada. Se fracciond y
almacené a -20 °C.

Actividad proteolitica

M¢étodo de Azocaseina
(sustrato semi-sintético no especifico)

Se determind la actividad proteolitica utilizando azocaseina
como sustrato por método de Andrew & Asenjo modificado
(Vallés, et al., 2007).

Una unidad enzimética (U,,,) se define como la cantidad
de enzima necesaria para producir el incremento en una
unidad de absorbancia a 337 nm a 37 °C, pH 7,2.

Método de Na-Benzoyl-L-Arginine
Ethyl Ester (BAEE) (sustrato
sintético especifico para tripsina)

Se determind la actividad proteolitica utilizando BAEE como
sustrato segun método descrito por Bergmeyer (1974).

Una unidad BAEE (Uy,;;) se define como la cantidad de
enzima que produce un AA ,;, . de 0,001 por minuto utili-
zando BAEE como sustrato a pH 7,6, 25 °C en un volumen
de reaccién de 3,2 mL.

Método de Succinyl-ala-ala-ala
p-nitroanilide (SucAla;-PNA) (sustrato
sintético especifico para elastasa)

Se determind la actividad proteolitica de elastasa utilizando
SucAla,-PNA (Bieth, et al., 1974).

Una unidad (Ug,aj.3.pna) queda definida como la cantidad
de elastasa que hidroliza 1,0 umol SucAla;-PNA por minuto
apH 8,0y25°C.

Preparados enzimaticos
Se prepararon soluciones de elastasa y de tripsina como so-

luciones enzimaticas patrén que se utilizaron para evaluar la
capacidad inhibitoria de los extractos vegetales.
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Obtencion de elastasa
a partir de polvo pancreatico

El preparado de elastasa se obtuvo por extracciéon de 1 g de
polvo pancreatico desgrasado con 20 mL de buffer fosfato
de sodio 0,1M, pH 6,0 con agitacién durante 30 minutos. Se
centrifugd a 6654 xg, durante 15 minutos a 4 °C. El precipitado
se trat6 de igual manera, combinando ambos sobrenadantes
para obtener la solucidn final.

Elastasa

El preparado obtenido a partir de polvo pancredtico fue
diluido para obtener una solucién de trabajo de 0,62 + 0,05
Usueans-pna €0 buffer Tris-HC1 0,1M, pH 8,0.

Tripsina

Todos los ensayos fueron realizados con una solucion 3,2 +
0,2 U,,,/mL: buffer fosfato de sodio 0,2M, pH 7,2.

Busqueda de actividad inhibitoria
en extractos vegetales

Se mezcl6 900 pL de solucion de tripsina o elastasa con 100
uL de cada extracto (diluido al tercio) durante 30 minutos
en bano de agua a 37 °C.

Se determind la actividad proteolitica empleando azo-
caseina como sustrato para tripsina y SucAla3-PNA para
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elastasa. Se determind el % de actividad inhibitoria (%AI)
como la diferencia de actividad de la enzima en ausencia de
extracto inhibidor y la actividad de la enzima en presencia
de extracto inhibidor.

Caracterizacion
de la actividad inhibitoria

Tiempo de incubacion

Se determind el %Al variando los tiempos de incubacion (0,
5, 10, 20, 30, 45 minutos) del preparado de tripsina con el
extracto vegetal seleccionado.

Determinacion de IC,,

Se determind la actividad proteolitica de tripsina, empleando
azocaseina y BAEE como sustratos, y se calcul6é % Al para
las distintas concentraciones de los extractos seleccionados
incubados durante 5 minutos con tripsina.

Se trazé diagrama de Dixon y se calculé el valor IC,.

Determinacién del tipo de inhibicién

Seincub6 900 L tripsina con distintos volimenes de extracto
(0,6,0, 10,0, 20,0, 40,0 y 60,0 uL), ajustado a un volumen final
de 1000uL con agua (25 °C, pH 7,0). La mezcla se incubé
durante 5 minutos a 25 °C.

Ne Material vegetal Solvente T (°C) pH (extracto) Apariencia fisica del extracto
1 Agua 25 4,5 Marrén claro
2 A. satureioidehojas 100 45 Marrén oscuro
3 (flores) 25 4,5 Amarillo verdoso
Etanol
4 40 4.5 Amarillo verdoso intenso
5 25 5,0 Marrén oscuro
Agua
6 100 5,0 Marrén claro
B. trimera (hojas)
7 25 5,0 Verde oscuro
Etanol
8 40 5,0 Verde fluorescente
9 25 4,0 Rosa palido
Agua
10 100 4,0 Rosa bordeaux
E. uniflora (frutos)
11 25 4,0 Bordeaux
Etanol
12 40 4,0 Bordeaux
13 25 4,0 Beige oscuro con precipitado
Agua
14 100 4,0 Beige oscuro con precipitado
S. molle (frutos)
15 25 4,0 Beige anaranjado oscuro con precipitado
Etanol
16 40 4,0 Beige anaranjado con precipitado

Tabla 1. pH y color de los extractos.
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Se determind la actividad de tripsina para distintas con-
centraciones de BAEE (0,05, 0,0625,0,125,0,25,0,3 y 0,5mM)
para cada mezcla. Se trazé diagrama de Lineweaver-Burk y
se determind el tipo de inhibicién.

Resultados
Obtencion de extractos vegetales

Como resultado de las diferentes condiciones de extraccion se
obtuvieron 16 extractos paralos vegetales ensayados. Para un
mismo material vegetal se observaron diferencias en el color
de los extractos debidas al solvente empleado. El pH final de
los extractos de un mismo vegetal tuvo el mismo valor, no
variando con las distintas condiciones de extraccién (Tabla 1).

Busqueda de actividad proteolitica

A cada uno de los extractos se les determind la actividad
proteolitica a fin de descartar interferencias con posibles
proteasas presentes en ellos. Los ensayos realizados para cada
extracto no detectaron actividad proteolitica.

Actividad inhibitoria

La accion inhibitoria fue determinada por incubacién de los
extractos con cada una de las enzimas: tripsina y elastasa.

Las condiciones de obtencion de los extractos y %Al para
tripsina y elastasa incubadas con los diferentes extractos se
muestran en la Tabla 2.
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Se observo que los preparados 3 y 4 obtenidos a partir de
A. satureioidehojas presentaron 40% de inhibicion de tripsina.

Elextracto 6 alcanzé un 56% de inhibicién de tripsina, sien-
do el de mayor grado inhibitorio delos preparados de B. trimera.

Los extractos 11y 12 de E. uniflora alcanzaron 75 y 80%
de inhibicidn de tripsina, y los extractos 9 y 10 obtenidos del
mismo material vegetal mostraron un grado de inhibicién
de tan solo 16%.

La accidn inhibitoria de los extractos 15y 16 de S. molle
fue de 80 y 92% para tripsina. Los extractos 13 y 14 tuvieron
una accién inhibitoria del 62 y 64%.

La extraccién en medio acuoso mostrd una menor inhi-
bicién en la mayoria de los vegetales en comparacion a la ex-
traccion etanolica, presentando E. uniflorala mayor diferencia
(60%). Esto podria deberse ala extraccion diferencial ejercida
por los solventes empleados, ya sea que se extraigan distintos
fitoquimicos o diferentes concentraciones de los mismos.

Para la inhibicion de elastasa se alcanz6 el mayor grado
de inhibicion (24- 28%) con los extractos preparados a partir
de E. uniflora (11 y 12) y S. molle (15 y 16). El resto de los
extractos no mostraron inhibicién de elastasa de significancia.

Se seleccionaron los extractos que presentaron para cada
material vegetal una alta capacidad inhibitoria de tripsina y
baja actividad para elastasa (extractos acuosos 6 y 14; extractos
etanolicos 4y 12).

Efecto del tiempo de incubaciéon
en la actividad inhibitoria para tripsina

Se estudio el efecto del tiempo de incubacion sobre la capaci-
dad inhibitoria de los extractos seleccionados a 37 °C, pH 7,2.

Ne Material vegetal Organo Solvente T(°C) | pH (extracto) | %Altrisiva | %Al grastasa
1 Agua 25 4,5 23 11
2 100 4,5 24 7

A. satureioidehojas Flores
3 25 4,5 40 8
Etanol
4 40 4,5 41 4
5 25 5,0 38 4
Agua
6 100 5,0 56 8
B. trimera Hojas
7 25 5,0 38 9
Etanol
8 40 5,0 37 11
9 25 4,0 16 9
Agua
10 100 4,0 16 8
E. uniflora Frutos
11 25 4,0 75 24
Etanol
12 40 4,0 79 28
13 25 4,0 62 13
Agua
14 100 4,0 64 9
S. molle Frutos
15 25 4,0 80 28
Etanol
16 40 4,0 92 28

Tabla 2. Condiciones de extraccion (solventes y temperaturas) y %Al de tripsina y elastasa de los extractos obtenidos a
partir de Achyrocline satureioidehojas (1- 4), Baccharis trimera (5- 8), Eugenia uniflora (9-12) y Schinus molle (13-16).
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La actividad inhibitoria de los extractos no vari6 alo largo de
los tiempos de incubacién ensayados (Gréfico 1).
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Grafico 1. %Al de tripsina vs tiempo de incubacién para el
extracto 4, 6, 12y 14.

Este resultado descartaria la accion de inhibidores irre-
versibles, los cuales se caracterizan por mostrar un continuo
aumento de la actividad inhibitoria a lo largo del tiempo. En
todos los casos se alcanz6 el maximo de actividad inhibitoria
alos 5 minutos.

Determinacion de IC,,
Se determino la concentracién de extracto vegetal que inhibe

el 50% de la actividad de tripsina. Los valores de IC,, de las
muestras seleccionadas se muestran en la Tabla 3.

Extracto | Material vegetal| Solvente |IC;,(uL)|IC;,(mg/mL)
A.

2 |satureioidehojas| agua 2,4 2.0X10-
(flores)

6 B trimera etanol 80 8.5 X104
(hojas)

12 E uniflora 1 oonol | 40 1.1 X103
(frutos)

14 S. molle agua | 103 | 45X10+
(frutos) & ’

Tabla 3. IC,, de los extractos 2, 6, 12 y 14.

Los extractos acuosos de A. satureioidehojas y S. molle
presentaron los mejores valores de IC,, frente a los extractos
etanolicos estudiados.

Se selecciond el extracto 14 para realizar la caracterizacion
de la inhibicién de tripsina, dado que presentd las mejores
caracteristicas para ser utilizado en aplicaciones biotecnolo-
gicas (disponibilidad del material vegetal, extraccion en agua,
mayor capacidad inhibitoria de tripsina).

En los Graficos 2 y 3 se muestra la variacion en la ac-
tividad (V) de tripsina con distintas concentraciones de
extracto utilizando azocaseina y BAEE como sustrato. Se
trazo el diagrama de Dixon en cada caso. Los valores de IC,

.08

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY
NC

determinados para el extracto 14 fueron de 4.5 X104y 2.7
X10-4 mg/mL, respectivamente.
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Grifico 2. Vde tripsina vs distintos volimenes de extracto
14. Diagrama de Dixon.
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Grifico 3. V, de tripsina vs distintos volumenes de extracto
14. Diagrama de Dixon.

Determinacion del tipo de inhibicion

Se traz6 el Diagrama de Lineweaver-Burk para tripsina en
ausencia de extracto inhibidor y con distintas concentraciones
de extracto (Grafico 4).
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Grafico 4. Diagrama de Lineweaver-Burk para tripsina
inhibida con distintas cantidades de liofilizado de extracto 14.
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El Gréfico 4 muestra un comportamiento tipico de una
inhibicidén acompetitiva para el extracto 14. Al tratarse de una
inhibicion reversible, es esperable que la capacidad inhibitoria
sea independiente del tiempo de inhibicién una vez que se
alcanza el equilibrio, como se puede observar en el Grafico 1.

La adjudicacién de este tipo de inhibicién corresponde
al comportamiento del extracto en su conjunto y no a los
inhibidores aislados y purificados. Esto sefala la necesidad de
continuar con la purificacién y tipificacion de los inhibidores
aislados en estudios futuros.

Discusion

A partir de cuatro vegetales autéctonos se obtuvieron
extractos que presentaron diferentes propiedades con las
condiciones de extraccién. Las diferencias observadas en
las propiedades de los distintos extractos podria deberse a
la extraccion diferencial de componentes quimicos o a la
diferente concentracion de los mismos en cada extracto como
resultado de la combinacién de condiciones de extraccion.

Todos los extractos vegetales estudiados presentaron
actividad inhibitoria para tripsina y para elastasa, siendo
de mayor relevancia la capacidad inhibitoria para tripsina.
Frente a los resultados obtenidos, una potencial aplicacién
de estos extractos vegetales seria la acciéon como insecticidas
naturales, lo cual les significarfa un lugar en el mercado en
la protecciéon de cultivos. En particular los extractos acuosos,
debido a que son amigables con el medio ambiente.

De los materiales vegetales evaluados, S. molle ha mos-
trado ser el mas atractivo para produccién de preparados
de base natural con capacidad controladora de plagas que
afectan a cultivos.

Segun estudios anteriores, S. molle es una planta que
presenta actividad antifingica y antimicrobiana, principal-
mente en las hojas (Gundidza, 1993). Tiene importancia
etnobotanica, pues se la ha utilizado en el control de plagas
agricolas en varias oportunidades (Iannacone y Lamos,
2003; Silva, et al., 2005). También fue evaluada la actividad
insecticida de extractos de frutos de S. molle sobre larvas de
Cydia pomonella (Chirino, et al., 2001). Si bien en el trabajo
de Chirino (2001) la accidén insecticida no fue adjudicada
a ninguna familia de compuestos quimicos, los inhibidores
de proteasas serinicos podrian ser importantes candidatos
a ser considerados como responsables de algunas de estas
propiedades presentadas en S. molle. De acuerdo a los
datos existentes, la mortalidad en insectos podria deberse
especificamente a inhibidores de tripsina, lo cual provoca
una disminucion en la digestion en los animales patégenos,
dificultando o inhibiendo su normal desarrollo.

Conclusiones

Todos los extractos presentaron potencial de actividad inhi-
bitoria de tripsina pero solo algunos presentaron inhibicién
de elastasa. Fue seleccionado el extracto de S. molle obtenido
en solvente acuoso a 100 °C para realizar la caracterizacién
de la inhibicion de tripsina. El IC50 del extracto inhibidor
para tripsina utilizando el sustrato Azocaseina fue de 109 uL
y con BAEE como sustrato, de 63 uL. La accion inhibitoria
del extracto presentd un comportamiento tipico de una in-
hibicién acompetitiva.
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