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Purificacion de un inhibidor de proteasas de semillas de chia (Salvia

hispanica L.)

Resumen

Los inhibidores de proteasas, ampliamente distribuidos en la naturaleza, son
proteinas que forman complejos muy estables con enzimas proteoliticas. La
mayoria de estos inhibidores son moléculas muy pequefias con masas relativas
de 5 a 25 kDa, su estructura es compacta y en muchos casos presentan gran
cantidad de entrecruzamientos por puentes disulfuro, caracteristicas que se
cree determinan su alta estabilidad a la desnaturalizacién por calor y pH'’s
extremos. El presente trabajo contribuye al aislamiento y purificacion parcial de
moléculas proteicas con actividad inhibitoria de tripsina provenientes de
semillas de chia (Salvia hispanica L.). La actividad inhibitoria de tripsina se
localizé principalmente en la fraccion proteica soluble en agua. El inhibidor se
purific6 mediante procedimientos de fraccionamiento por precipitacion con
sulfato de amonio y posteriormente por cromatografia de exclusién molecular.
En el extracto acuoso se cuantificé con 2084 Unidades de Inhibicion (Ul) y al

finalizar el proceso se obtuvo 3971 UI.

Abstract

Protease inhibitors are widely distributed in nature, are proteins that form very

stable complexes with proteolytic enzymes. The majority of these inhibitors are
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small molecules with relative masses of 5 to 25 kDa, the structure is compact
and in many cases have a great amount of crosslinking disulfide, features
believed to determine their high stability to heat denaturation and extreme pH
values. This work contributes to the partial purification of protein molecules with
trypsin inhibitory activity from chia seeds (Salvia hispanica L.). Trypsin inhibitory
activity was mainly located in the water soluble protein fraction. The inhibitor
was purified using fractionation procedures with ammonium sulfate precipitation
and subsequently by gel permeation chromatography . The aqueous extract
was quantified with 2084 Inhibition Units (IU) and the end of the process was
obtained 3971 IU.

Palabras clave: inhibidores de proteasas, chia, purificacion de proteinas.

I. Introduccién

México es poseedor de una vasta flora que por generaciones la ha utilizado
como fuente alimenticia y por tradicion, la han utilizado para uso medicinal.
Esta tradicién se remonta desde la época prehispanica y en la actualidad sigue

utilizandose en gran medida como fuentes medicinales.

La chia (Salvia hispanica L.), forma parte de un grupo que se conoce
genéricamente como chias, entre las que se encuentran: Salvia columbariae,
Salvia carduacea, Salvia polystachya (chia, tepechia o chinetlacolo), Salvia
hispanica de la que se produce la chia comercial, Salvia tiliaefolia, Salvia
seemannii e Hyptis suaveolens (chiantzotzol). La chia fue una planta
importante en la dieta alimenticia, de uso medicinal y ritual en la época
prehispanica en México (Vergara, 1992; Rojas Rabiela, 1985). El Cdodice
Mendocino, encargado por el virrey espafiol de México, Antonio de Mendoza,
hacia 1541, revela que en dos tercios de las ciudades dominadas por el imperio
Azteca, la chia era parte obligatoria del tributo anual pagado al emperador
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Moctezuma Il. ElI Cédice Mendocino y la matricula de tributos, indican que el
amaranto, maiz, chia y frijol, se guardaban en trojes, en este caso
representadas como estructuras de madera de forma cuadrangular; otra forma
de almacenaje era en ollas de barro que probablemente se guardaban a su vez
en trojes, se muestra en el Cddice Florentino, cuyo texto nahuatl indica que lo

mismo se hacia con chias y frijoles.

Desde el punto de vista nutricional, la chia tiene un alto contenido en Omega-3
(acidos grasos esenciales), la chia tiene también otros componentes muy
interesantes para la nutricion humana: antioxidantes, fibra, proteinas, vitaminas
B1, B2, B3, y minerales tales como fésforo, calcio, potasio, magnesio, hierro,

zinc y cobre.

La semilla de chia es considerada suplemento dietético por la FDA (Food and
Drug Administration), y completa las exigentes regulaciones de contenido de
nutrientes alimenticios establecidas por esta organizacién para ser considerado
un alimento saludable. Otros compuestos que se han encontrado en la semilla
de chia, son los inhibidores de proteasas, que en general se les ha encontrado
también efectos nutracéuticos como es el caso de inhibidores de proteasas

encontrados en frijol, a los que se les ha encontrado efectos contra cancer.

En general los inhibidores de proteasas proteicos de origen vegetal son
moléculas que merecen ser estudiadas pues se han acumulado evidencias que
les han permitido su uso biotecnolégico, tanto como agentes para controlar
patdgenos de cultivos, haciendo uso de la ingenieria genética. Sin embargo,
poco o practicamente nada se sabe a cerca de los inhibidores de proteasas de
la semilla de chia. En otras especies, emparentadas con la chia, como lo es el
caso de chan (Hyptis suaveolens), planta cuya semilla esta considerada dentro
del grupo de semillas que se le conocen genéricamente como chias, se ha
encontrado un inhibidor de proteasas que hasta el momento ha sido el de

mayor actividad contra las enzimas proteoliticas del insecto plaga de maiz
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(Prostephanus truncatus), el cual es considerado una de las méas destructivas
plagas para este cultivo. De tal manera que resulta importante e interesante
realizar estudios sobre los contenidos de inhibidores de proteasas en especies
no estudiadas pues se tendria la posibilidad de encontrar inhibidores aliin mas
interesantes para mas usos biotecnolégicos, o en su defecto ampliar la base de

conocimientos sobre lo que ya se conoce de estas proteinas (Aguirre et al.,

Il. Metodologia

Las semillas de chia se trituraron en un molino Kika® M20S3, y la harina
obtenida se desgraso por adicién de una mezcla de dos partes de cloroformo y
una de metanol (2:1 v/v) en proporcion con la harina de la semilla de 1:4 p/v en
agitacion magnética constante durante 45 min a temperatura ambiente (25
+1°C) al finalizar se filtr6 con papel filtro Whatman No. 1. El proceso se repitio
dos veces mas, para finalmente dejar secar la harina y eliminar el resto del

solvente y almacenarla a 4°C para posterior uso.

El extracto acuoso de proteinas se obtuvo usando 0.1 g de harina desgrasada
en 1 ml de agua destilada en tubos Eppendorf de 2 ml, para homogenizar la
suspensioén se agito en el Vortex — Genie® 2 durante 10 minutos
ininterrumpidos a temperatura ambiente (Aprox. 25°C), posteriormente se
recupero el sobrenadante mediante centrifugacion a 13200 rpm durante 5 min 'y
se almaceno a -20°C en un congelador de la Marca Goranje Pacific para su uso
posterior.

La concentracion de proteina se determind mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). La albumina de suero bovino (BSA) fue usada como

estandar.

La actividad inhibitoria de proteasas se determind con la técnica de Enlanger y

Cohen, (1961) se midio la absorbencia a 405 nm en en un lector de
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microplacas Perkin EImer® Precisely. Se incubaron las muestras durante 30

minutos a 37°C midiendo la absorbencia en intervalos de 5 min.
Purificaciéon del inhibidor
Precipitacion secuencial con sulfato de amonio.

El extracto acuoso (15 ml) fue sometido a precipitacion secuencial con sulfato
de amonio (0% - 20, 20 — 40%, 40 — 60%, 60-80%) la sal se afiadi6 poco a
poco durante media hora en agitacibn magnética lenta (100 rpm) hasta que se
disolvié por completo, se dej6 equilibrar durante 30 min y posteriormente se
centrifugo a 13500 rpm durante 10 min continuos a 25°C. El sobrenadante que
se recupero fue almacenado a -20 °C mientras que el precipitado se
resuspendio en 50 pl de agua destilada y agitado con el Vortex — Genie® 2
para posteriormente almacenarlo a -20°C y posterior proceso de dialisis.

De la muestras resultantes de la didlisis se tomaron 5 ml y se precipitaron con
acetona en una relacioén (1:3); la pastilla resultante se resuspendié con 100 ul

de agua destilada esterilizada (solucion concentrada del inhibidor).

La solucién concentrada del inhibidor, se adicioné a una columna de exclusion
molecular equilibrada con Tris 50 mM, pH 8. Se eluy6 usando un flujo de 0.18

ml/min, recogiendo fracciones de 0.5 ml.
lll. Resultados

La purificacion del inhibidor de semilla de chia, inicid con la seleccién del
porcentaje de saturacion de (NH4).SO,4 para la precipitacion de la proteina de
interés. Se encontr6 actividad inhibitoria en ambas fracciones; precipitado y
sobrenadante. Indicando la probable existencia de dos inhibidores en la semilla
de chia debido a la diferencia del punto de solubilidad entre ellas (Figura 1),

con base a este resultado se decidio realizar la precipitacion con sulfato de
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amonio al 80% de saturacion para concentrar la mayor actividad inhibitoria de

proteasas, posterior a esto se dializé contra agua hasta la eliminacion de la sal.

3000
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% de Saturacion de Sulfato de Amonio

Figura 1. Precipitacion secuencial y actividad inhibitoria de proteasas en

sobrenadante y precipitado.

Las proteinas obtenidas del precipitado al 80% de saturacién con sulfato de
amonio la cual fue la que concentré la mayor cantidad de actividad inhibitoria, y
posterior a la dialisis se sometieron a cromatografia de exclusion molecular, de
la cual se obtuvieron 30 fracciones de 0.5 ml. En las fracciones 13 a 18 se
obtuvo mayor actividad inhibitoria de proteasas (Figura 2). Las fracciones se

colectaron y se concentraron.
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Figura 2. Cromatografia de exclusion molecular después de la dialisis. Las
fracciones fueron monitoreadas por absorbencia 220 nm (linea azul) y la

actividad inhibitoria de tripsina (linea marrén).

IV. Conclusiones

Los extractos obtenidos a partir de las semillas de Chia fueron analizados y
separaron en sobrenadante y precipitado para cada etapa de purificacion,
debido a la aplicacion de la centrifugacion. Donde obtuvieron actividades
inhibitorias de tripsina con el precipitado crudo y purificados parcialmente con
precipitacion secuencial de proteinas, didlisis y cromatografia de exclusion
molecular, iguales a 804, 1840, 1833 y 3971 Ul/ml respectivamente. Mientras
gue para el sobrenadante solo se realizo precipitacion de proteinas debido a
que después de la didlisis se perdié mas del 90% de inhibicién teniéndose
inicialmente de 2084 a 2530 y disminuyendo finalmente 224 Ul/ml por lo que no

se aplicé la cromatografia de filtraciébn en gel para la fraccion de sobrenadante.
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