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PURIFICACION DEL EXTRACTO CRUDO OBTENIDO A
PARTIR DEL LATEX DE ARAUJIA ANGUSTIFOLIA

El extracto crudo (EC) fue sometido a un proceso de purificacion
cromatogréfica (FPLC), utilizando como intercambiador catiénico SP-Sepharose
en buffer tris HCl 55 mM, de pH 7,4 y para la elucién un gradiente lineal de
NaCl (0-0,5 M). Se obtuvieron dos fracciones no retenidas sin actividad
proteolitica pero con muy buena actividad pectilmetilesterasica y seis fracciones
retenidas, de las cuales tres mostraron actividad proteolitica, correspondientes a
los picos al , all y allI (Fig. 1).

Las fracciones proteoliticamente activas se denominaron araujiaina al, all y
alll, respectivamente, de acuerdo a la nomenclatura propuesta para nuevas

proteasas vegetales (Barragan et al., 1985; Tablero et al., 1991).
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Figura 1. Cromatografia de intercambio cationico (SP-Sepharose Fast Flow) del extracto
crudo de Araujia angustifolia realizada en un sistema FPLC. Gradiente discontinuo de
NacCl (0,0-0,5 M, 0,5-0,8 M y 0,8-1,0 M). Velocidad de flujo 0,5 mL/min. Se recogieron

fracciones de 2 mL.

Ademas de actividad proteolitica, estas enzimas exhibieron actividad
amidolitica y esterolitica. Las fracciones FIV-FVI probablemente son péptidos,
ya que dieron positivo el ensayo del Biuret pero negativo el de Bradford. Por

otra parte, las fracciones NR1 y NR2 muestran un bajo contenido de proteinas
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(Bradford), por lo cual quizds también contenga una apreciable cantidad de
pequefios péptidos.

Como se consigna en el esquema de purificaciéon (Tabla 1), araujiaina all y
araujiaina alll exhibieron los mayores valores de actividad especifica, siendo

araujiaina alll la de mayor rendimiento.

Muestra | Vol | Contenido | Proteina| Actividad | Ucas | Actividad | purificacién | rendimiento
(ml) en total | Caseinolitica | totales | especifica (veces) (%)
proteinas | (mg) Ucas/ml (Ucas
mg/ml /mg)
EC 2 2,233 4,466 8,52 17,04 | 10,0038
Araujiaina| 6 0,098 0,587 0,19 1,14 0,0019 0,5 13
al
Araujiaina| 5 0,055 0,277 0,17 0,85 0,0031 0,82 6,2
all
Araujiaina| 8 0,176 0,141 0,49 3,92 0,0027 0,71 31,2
a lll

Tabla 1. Esquema de purificacién del extracto crudo de Araujia angustifolia.

La homogeneidad de araujiaina al, all y alll fue analizada por electroforesis
en gel en gradiente de poliacrilamida, y posterior revelado por tincién con plata
(Fig. 2). Las fracciones activas obtenidas de la cromatografia de intercambio
cationico (inhibidas y no inhibidas con iodoacetato de sodio) fueron sometidas
a una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en gradiente (14-20 %) para
amplificar la resolucion. Se utiliz6 un equipo Miniprotean III (Bio-Rad) con un
amperaje de 30 mA para el stacking y 150 mA para el desarrollo de la corrida.
El gel fue tefiido con Coomasie brilliant blue R-250 y posteriormente con Plata,
comprobandose la homogeneidad de las fracciones purificadas. Se observé que

la ausencia de inhibidor no genera autodigestion de las mismas.




Resultados & Discusion / Purificacion del EC de A. angustifolia 131

97.4

66.2 J—
45.0 w— o
31.0 —— -
215 e - e -

Figura 2. SDS-PAGE en gradiente de araujiaina al, all y alll, en presencia y
ausencia de inhibidor. Calles 1 y 8: Marcadores de peso molecular (Bio Rad):
Fosforilasa b (97,4 kD), Seroalbuimina bovina (66,2 kD), Ovalbumina (45,0 kD),
Anhidrasa carbénica (31,0 kD), Inhibidor de tripsina (21,5 kD) y Lisozima (14,4 kD);
Calles 2, 4 y 6: araujiainas al, all y alll, respectivamente, inhibidas con iodoacetato;

Calles 3, 5 y 7: araujiainas al, all y alll, respectivamente, sin agregado de inhibidor.

En funcién de estos resultados, el peso molecular de araujiaina al, all y alll
se estim6 en 23 kD, 21 y 23 kD; valores que son del mismo orden que los
obtenidos para otras proteasas de Asclepiadaceae. Como las proteasas de
Asclepias syriaca (Brockmank & Lynn, 1979; Lynn et al., 1980), Asclepias
glaucescens (Barragan et al., 1985; Tablero et al., 1991), las cuatro calotropinas
aisladas a partir del latex de Calotropis gigantea (Abraham & Joshi, 1979a, 1979b;
Pal & Sinha, 1980), las dos proteasas aisladas a partir de Morrenia brachystephana
(Arribére et al., 1998), las proteasas de Morrenia odorata (Arribére et al., 1999), la
proteasa de Asclepias fruticosa (Trejo et al., 2001) y la proteasa aislada a partir del
latex de Philibertia gilliessi (Sequeiros et al., 2005)

Las masas moleculares de las enzimas purificadas se determinaron luego
con mas exactitud utilizando espectrometria de masas (MALDI-TOF), que
arroj6 valores de 23465 D para araujiaina al; 23528 D para araujiain all y 23489

D para araujiaina alll, confirmando los datos electroforéticos previos (Fig. 3).
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Figura 3. Espectrometria de masas (MALDI-TOF) de araujiaina al (A),
all (B) y allI (C).

A continuacion se estudio el efecto del pH sobre la actividad proteolitica de
las enzimas purificadas. El rango de pH 6ptimo para araujiaina al y all fue
bastante estricto, entre 9 y 9,5 y entre 8 y 8,5, respectivamente, mientras que

para araujiaina alll el rango de pH 6ptimo fue mas amplio, entre 7 y 9,5 (Fig. 4).
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Figura 4. Perfil de pH de araujiaina al, all y alII.

Teniendo en cuenta los resultados observados en el perfil de pH del extracto
crudo (pH 6ptimo 6,7-8,5), puede inferirse que las araujiainas all y alll son las
enzimas que prevalecen y que mads aportan en la actividad proteolitica de la
preparacion enzimética cruda.

La acciéon de diversos inhibidores de proteasas cisteinicas (iodoacetato de
sodio 50 mM, idoacetamida 50 mM y E64 100 pM) produjo una inhibicién total

e irreversible sobre la actividad enzimatica en todos los casos.
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Determinacién de pardmetros cinéticos usando PFLNA como sustrato.

Se utilizé una soluciéon 1 mM del sustrato L-piroglutamil-L-fenilalanina-L-
leucina-p-nitroanilida (PFLNA) en buffer fosfatos 0,1M de pH 6,5 con KCI 0,3
M, EDTA 10-4 My DTT 0,003 M a 37 °C. La actividad enzimética se expres6 en
unidades PFLNA, definidas como la cantidad en micromoles de enzima que
libera un micromol de p-nitroanilina por minuto en las condiciones del ensayo.
Los parametros cinéticos para araujiaina all y alll fueron calculados por un
analisis de regresion lineal utilizando las ecuaciones de Hanes y de Hofstee,
derivaciones matemaéticas de la ecuaciéon de Michaelis Menten, observandose
un comportamiento michaeliano. En las condiciones del ensayo no se detect6
actividad sobre PFLNA en el caso de araujiaina al. Como puede observarse en
la tabla 2, el valor de Km para araujiaina a II (0,18 mM) es més bajo que el que
se obtuvo para papaina (0,34 mM), bromelina (0,30 mM) y ficina (0,43 mM)
(Filippova et al.., 1983). Sin embargo, el Km calculado para araujiaina alll (5,14
mM) es mucho mas alto que los ya mencionados, demostrando una afinidad
mas baja para este sustrato. La relacion kcat/Km a su vez fue maés alta para
araujiaina all (5,99 seg! mM-1) que para araujiaina alll (2,38 seg? mM -1), dato

auin mas significativo de la mayor eficiencia de araujiaina all sobre este sustrato.

Km Vmaéx Kcat Vmaéx/km kcat/km
(mM) | mM/seg) seg -1 seg seg1mM -1
Araujiaina all 0,18 9,3x10- 1,078 5,188x10 5,99
Araujiaina alll 5,14 1,86x10-3 12,260 3,619 x10+4 2,38

Tabla 2. Determinacién de parametros cinéticos usando PFLNA

Los resultados de la determinacion de actividad esterolitica utilizando
sustratos del tipo N-CBZ-aa-p-nitrofenil éster para cada una de las enzimas
purificadas se muestra en la Fig. 5. Araujiaina al mostré una gran preferencia
por el derivado de Ala, seguida por Phe, Gln, Asp, Tyr y Gly, que fueron

hidrolizados en mucho menor grado. En el caso de araujiaina all, los derivados
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de GIn y Ala fueron los preferidos, seguidos por los de Gly, Tyr, Phe y Asp, con
menor velocidad de hidrdlisis que los derivados anteriores. En el caso de
araujiaina alll, al igual que en araujiaina al, la enzima mostré mayor preferencia
por el derivado de Ala, seguido en menor medida por los correspondientes a

Gln, Asp, Gly, Asn, Phe y Tyr.
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Como consecuencia del comportamiento de las tres enzimas frente a
sustratos del tipo N-CBZ-aa-p-nitrofenil éster pudo apreciarse que araujiaina al
y alll demostraron tener mayor afinidad por el derivado de Ala,
comportamiento que también fue observado para otras peptidasas cisteinicas
purificadas a partir de latex de especies que pertenecen a la familia de
Asclepiadaceae. La actividad demostrada por araujiaina all fue significativamente
diferente, ya que hidroliza al derivado de GIn con mayor preferencia que el de
Ala, hecho que podria explicar la mayor afinidad del EC sobre este sustrato,
sobre el que la actividad de araujiaina all es sensiblemente mayor. Finalmente,

la notoria preferencia de araujiaina al por el derivado de Ala en relacién al resto
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de los derivados de aminoacidos ensayados justificaria la baja actividad
caseinolitica de esta enzima, hecho reafirmado por su casi nula actividad sobre
PFLNA. El alto grado de especificad demostrado por araujiaina al podria
constituir una ventaja para procesos biotecnologicos que requieran alta
especifidad de clivaje.

Los derivados de mayor afinidad fueron elegidos para calcular las
constantes cinéticas (Ala para araujiaina al y alll y Gln para a araujiaina all),
pero a diferencia de lo que sucede con PFLNA, no mostraron un
comportamiento michaeliano, sino que las curvas fueron sigmoideas,

pareciendo comportarse de manera alostérica frente a estos sustratos.

Andlisis de la secuencia N-terminal.

La comparacién de la secuencia N-terminal de araujiaina al, all y alll con la
de otras proteasas se muestra en las tablas 3, 4 y 5, respectivamente. Las tres
enzimas muestran alta semejanza con proteasas cisteinicas de plantas en
general y especialmente con las que pertenecen a especies del género Asclepias.
Un importante porcentaje de indentidad fue encontrado con las peptidasas
cisteinicas de Caricaceae (caricaina y cisteinproteinasa CC-III mostraron un 86%
y 85% de identidad con araujiaina al y un 73% y 72% con araujiaina a II,
mientras que caricaina y papaina mostraron un 83% and 79% de identidad con
araujiaina a III. Cabe destacar que papaina, considerada como la enzima
arquetipo de las peptidasas cisteinicas, muestra un alto grado de identidad con
araujiainaal, aall yaalll : 81%, a 69% y 79% respectivamente (Tabla 7).

Los motivos conservados DWR, QG, K, V, P son claramente distinguibles
para los tres proteinasas aisladas del latex de A. angustifolia.; estos motivos o
dominios se comparten con papaina (como puede verse en las secuencias N
terminales, tabla 6), y con muchas otras endopeptidasas del tipo de la papaina.

El aminoacido Pro en la posiciéon 2 del N-terminal (residuo Pro2 en la
numeracion de papaina) se encuentra frecuentemente conservado en la mayoria
de las peptidasas maduras de la familia C1, y se sugiere que éste previene el

ataque de otras enzimas, especialmente aminopeptidasas, puesto que el enlace
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Xaa - Pro X resulta inaccesible para este tipo de enzimas, formando una unién

resistente que previene la hidrélisis o protedlisis del extremo amino. Esto fue

observado también en gran cantidad de proteasas de la familia Bromeliaceae

(Carter et al., 2000).

Proteasa/ Fuente vegetal Secuencia N-Terminal Identidad | Positivos
Araujiaina al VPDSIDWREKDAVLPIRNQGQC 22
Araujia angustifolia
cisteinproteasa tipo RD21A LPESIDWREKGAVAPVKNQGQC 23 |  16/22 20/22
Triticum aestivum +P+SIDWREK AV P++NQGQC (72%) (90%)
cisteinproteinasa GP-1 LPDSIDWREKGAVVPVKNQGGC 24 16/22 20/22
Zingiber officinale +PDSIDWREK AV+P++NQG C (72%) (90%)
cisteinproteinasa GP-11 LPDSIDWRENGAVVPVKNQGGC 24 15/22 19/22
Zingiber officinale +PDSIDWRE ~ AV+P++NQG C (68%) (86%)
cisteinproteinasa CC III PESIDWRKKGAVTPVKNQGSC 22 14/21 18/21
Vasconcellea cundinamarcensis P+SIDWR+K AV P++NQG C (66%) (85%)
quimopapaina PQS I1DWRAKGAVTPVKNQGAC 22 14/21 16/21
Carica papaya P SIDWR K AV P++NQG C (66%) (76%)
papaina IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSC 22 12/22 18/22
Carica papaya +P+ +DWR+K AV P++NQG C (54%) (81%)
mexicaina PES IDWREKGAVTPVKNQNPC 22 14/21 17/21
Jacaratia mexicana P+SIDWREK AV P++NQ C (66%) (80%)
ervatamina LPEQIDWRKKGAVTPVKNQGSC 22 13/22 18/22
Tabernaemontana divaricata +P+ IDWR+K AV P++NQG C (59%) (81%)
caricaina LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSC 22 12/22 19/22
Carica papaya +P+++DWR+K AV P+R+QG C (54%) (86%)
quimomexicaina PES I1DWRDKGAVTPVKNQNPC 22 13/21 17/21
Jacaratia mexicana P+SIDWR+K AV P++NQ C (61%) (80%)
philibertaina gl LPASVDWRKEGAVLPIRHQGQC 22 15/22 20/22
Philibertia giliesii +P S+DWR++ AVLPIR+QGQC (68%) (90%)
cisteinproteinasa PQRMDWRKKGAVTPVKNQGGC 22 12/21 16/21
Vanconcellea cundinamarcensis P +DWR+K AV P++NQG C (57%) (76%)
macrodontaina I VPQSIDWRDYGAVNEVKNQGPC 23 13/22 16/22
Pseudonanas macrodontes VP SIDWR+ AV ++NQG C (59%) (72%)

Table 3. Comparacion de la secuencia N-terminal de araujiaina al con la de otras

proteasas.
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Proteasa/ Fuente vegetal Secuencia N-Terminal Identidad | Positivos
araujiaina all LPDSVDWRDKGVVFPPRRQGKCG 23
Araujia angustifolia
cisteinproteinasa GP-1 LPDSIDWREKGAVVPVKNQGGCG 25 15/23 18/23
Zingiber officinale LPDS+DWR+KG V P + QG CG (65%) (78%)
cisteinproteasa tipo RD21A LPESIDWREKGAVAPVKNQGQCG 24 14/23 19/23
Triticum aestivum LP+S+DWR+KG V P + QG+CG (60%) (82%)
cisteinproteinasa GP-11 LPDS IDWRENGAVVPVKNQGGCG 25 14/23 17/23
Zingiber officinale LPDS+DWR+ G V P + QG CG (60%) (73%)
caricaina LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSCG 23 15/23 17/23
Carica papaya LP++VDWR KG V P R QG CG (65%) (73%)
ervatamina-C LPEQIDWRKKGAVTPVKNQGSCG 23 13/23 16/23
Tabernaemontana divaricata LP+ +DWR KG V P + QG CG (56%) (69%)
cisteinproteinasa CC-III PESIDWRKKGAVTPVKNQGSCG 23 13/22 16/22
Vanconcellea cundinamarcensis P+S+DWR KG V P + QG CG (59%) (72%)
Jacaratia mexicana P+S+DWRDKG V P + Q CG (59%) (72%)
papaina IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCG 23 13/23 16/23
Carica papaya +P+ VDWR KG V P + QG CG (56%) (69%)
quimopapaina isoforma V PQSIDWRAKGAVTPVKNQGACG 23 13/22 15/22
Carica papaya P S+DWR KG V P + QG CG (59%) (68%)
mexicaina PES IDWREKGAVTPVKNQNPCG 23 12/22 16/22
Jacaratia mexicana P+S+DWR+KG V P + Q CG (54%) (72%)
philibertaina gl LPASVDWRKEGAVLPIRHQGQCG 23 15/23 17/23
Philibertia giliesii LP SVDWR +G V P R QG+CG (65%) (73%)
cisteinproteinasa (s/n) S IDWRQKGAVTPVRNQGSCG 23 13/20 14/20
Vasconcellea stipulata S+DWR KG V P R QG CG (65%) (70%)

Table 4. Comparacién de la secuencia N-terminal de araujiaina all con la de otras

proteasas.

El aminoacido N-terminal de araujiaina al es valina, mientras que araujiaina

all y alll tienen como aminoacido N-terminal leucina. La secuencia N-terminal

de araujiaina al tiene 69% de identidad con araujiaina all. La identidad entre

araujiaina al y alll es del 79%, mientras que entre all y alll la identidad hallada

es del orden del 74%. Cuando se comparan las secuencias N-terminales de las

tres enzimas en estudio se observa que presentan un 50 % de aminoécidos

coincidentes, muchos de ellos estan conservados en la mayoria de las proteasas

cisteinicas del tipo papaina, y otros conservados en la misma familia o género.
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Proteasa / Fuente vegetal Secuencia N-Terminal Identidad | Positivos
araujiaina alll LPESVDWRKKNLVFPIRNQGQCGS 24
Araujia angustifolia

cisteinproteasa tipo RD21A LPESIDWREKGAVAPVKNQGQCGS 25 17/24 21/24
Triticum aestivum LPES+DWR+K V P++NQGQCGS (70%) (87%)
cisteinproteinasa CC I11 PESIDWRKKGAVTPVKNQGSCGS 24 16/23 19/23
Vasconcellea cundinamarcensis PES+DWRKK  V P++NQG CGS (69%) (82%)
ervatamina LPEQIDWRKKGAVTPVKNQGSCGS 24 16/24 19/24
Tabernaemontana divaricata LPE +DWRKK V P++NQG CGS (66%) (79%)
proteasa Omega LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSCGS 24 17/24 20/24
Carica papaya LPE+VDWRKK V P+R+QG CGS (70%) (83 %)
caricaina LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSCGS 24 17/24 20/24
Carica papaya LPE+VDWRKK V P+R+QG CGS (70%) (83 %)
cisteinproteinasa GP-I LPDSI1DWREKGAVVPVKNQGGCGS 26 15/24 20/24
Zingiber officinale LP+S+DWR+K V P++NQG CGS (62%) (83%)
papaina IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCGS 24 15/24 19/24
Carica papaya +PE VDWR+K V P++NQG CGS (62%) (79%)

Tabla 5. Comparacién de la secuencia N-terminal de araujiaina alll con la de

otras proteasas.

Estos resultados concuerdan y suman a otros pardmetros caracteristicos

observados para este tipo de proteasas, tales como valores del pl, el pH 6ptimo,
los patrones endoesteroliticos. Estas similitudes estan de acuerdo con su
funcién biolégica, dado que las tres enzimas estan situadas en el mismo
compartimiento histolégico, entonces deberia esperarse las mismas funciones
especificas para cada uno de ellas. La funcién mas importante que se le atribuye
es la de defensa y las sutiles variaciones que se observan entre ellas serian
adecuadas para ejecutar una defensa efectiva contra diferentes organismos.

Las tres secuencias N-terminal fueron analizadas mediante el BLAST. El
analisis demostré que las tres proteinas pertenecen al grupo de las peptidasas
cisteinicas de la familia C1A, (nomenclatura de la base de datos de MEROPS).
Este grupo incluye peptidasas cisteinicas de mamiferos (catepsinas B, C, F, H, L,
K, O 5 V, Xy W)y es representado por la papaina como la proteinasa

arquetipo.



Resultados & Discusion / Purificacion del EC de A. angustifolia 139

araujiaina al 1  VPDSIDWREKDAVLPIRNQGQCG 22
araujiaina all 1  LPDSVDWRDKGVVFPPRRQGKCG 23
araujiaina alll 1 LPESVDWRKKNLVFPIRNQGQCGS 24

papaina ( Carica papaya) |1  IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCGS 24

Tabla 6. Comparaciéon de la secuencia N-terminal de araujiaina al, all y alll
con papaina.
El analisis del mapa peptidico (peptide mass fingerprint) de araujiaina al, all
y alll (Fig. 6) mostré que poseen algunos picos equivalentes (Tabla 7) lo cual
demuestra que son diferentes pero que comparten un alto grado de homologia
entre ellas. Este resultado, junto con los obtenidos mediante la metodologia

convencional sugieren con mayor certeza que se trataria de isoenzimas.
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Figura 8. Espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF provenientes de la
digestion triptica de araujiaina al, all y alll con papaina.
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Tabla 7. Datos numéricos correspondientes a los mapas peptidicos (peptide mass

fingerprint, PMF) de araujiaina al, all y allIl.

La presencia de picos coincidentes entre las enzimas estudiadas refleja la
presencia de dominios conservados, algunos propios de la especie y quizés
muchos otros propios de la mayoriaa de las proteases cisteinicas de la familia
Asclepiadaceae, Caricaceae y Bromeliaceae. Por otra parte, la existencia de picos no
coincidentes demostraria que constituyen diferentes enzimas, con la misma
funcién biolégica, pero con distinta actividad enzimatica.

Utilizando los mapas tripticos realizados y empleando la herramienta
MASCOT se realizaron btsquedas a fin de identificar las proteinas originales.
Mediante este software no se encontraron proteinas que permitieran establecer
la identidad de estas enzimas con valores aceptables, en razén de no haberse
ingresado atn informacién sobre proteasas vegetales provenientes de especies
pertecientes a las familias Apocynaceae y Asclepiadaceae. Los resultados obtenidos
en el presente estudio permitieron confirmar que se trata de tres enzimas
diferentes. Por otra parte, este tipo de estudios podria permitir el empleo a
futuro de esta herramienta fundamental de la proteémica con el objeto de

detectar proteasas en extractos vegetales.



