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Resumen

Se caracteriz0 la actividad proteolitica de tipo gelatinasa presente en el fruto de Thevetia
ahouai (L.) A.DC. por zimografia empleando gelatina como sustrato al 0.2% en SDS-PAGE al
12%. Se determin0 el patron de bandas electroforético en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
12%, detectandose la presencia de ocho bandas de 75, 59, 50, 35, 32, 30, 15y 10 kDa, donde se
estimd un peso molecular de 75 kDa para la proteasa detectada. Se observo susceptibilidad al
Fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF) confirmando la presencia de un sitio activo similar a las
proteasas del tipo serina. La actividad también se determind de manera cualitativa en placas de
agar con hemoglobina Bovina al 1% p/v, evidenciandose la presencia de halos de hidrdlisis.
Finalmente se estudiaron algunas propiedades tales como la dependencia de la actividad en
relacion al pH, con un valor 6ptimo de 8 y una temperatura 6ptima de 55°C.

Palabras claves: Biotecnologia, Proteasas, Thevetia Ahouai (L.) A.DC.
Abstract

A proteolytic gelatinase activity present in the Thevetia ahoui’s (L.) A.DC fruit was
characterized using zymografic methods, in gels using gelatin as substract (0.2 %) in SDS-PAGE
(12%). The electrophoretic pattern was determined by SDS-PAGE 12%, and it conformed by
eight bands with 75, 59, 50, 35, 32, 30, 15 y 10 kDa. The molecular weight of the proteolytic
activity was determinated in a band with 75 kDa. The sensibility to Phenyl — Methyl — Sulphonil
- Fluoride confirmed an active site similar to the serin proteases type. The qualitative detection of
the activity was carried out in agar plates with bovine hemoglobin (1% w/V) demonstrating a
hydrolytic clear shade. Finally biochemical properties like optimum pH and optimum
temperature were studied with 9 for pH and 55 ° C for temperature.
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1. Introduccién

El empleo de enzimas en los procesos
industriales, se ha venido incrementando
durante los ultimos afios, gracias al
desarrollo de la biotecnologia. Sin embargo,
las altas temperaturas de los procesos
industriales y la termolabilidad de la mayor
parte de las enzimas empleadas vy
actualmente conocidas, son los principales
obstéaculos en la utilizacioén de determinadas
proteinas dentro del ambito industrial,
estimulandose asi la investigacion en lo
concerniente a la busqueda de fuentes
alternas para la obtencion de enzimas
termoestables.

La obtencion de proteasas termoestables (la
mayoria obtenidas a partir de organismos
termofilos) ofrece maltiples usos en la
industria, ya que hidrolizan una variedad
importante de sustratos resistentes a las altas
temperaturas. Estas pueden ser empleadas en
la produccién de nuevos péptidos, entre los
cuales destacan como aditivos en la
formulacién de detergentes. Adicionalmente,
las proteasas termoestables son capaces de
resistir la desnaturalizacion por solventes
organicos, de manera que pueden ser
empleadas en la sintesis organica de
proteinas (Babé & Schindt, 1998).

Asimismo el interés creciente por los
toxicos naturales, ha cobrado fuerza en la
actualidad y constituye uno de los aspectos
relevantes de la  farmaco-toxicologia
moderna. Existen plantas que al ser ingeridas
de manera directa por los animales o el
hombre pueden comprometer seriamente la
salud, presentandose cuadros clinicos de
intoxicaciones agudas, subcronicas vy
cronicas debidas a la presencia de toxinas de
origen proteico (Flores et al., 2001). La

familia Apocinaceae comprende
aproximadamente unos 250 géneros y 2000
especies que se distribuyen
predominantemente en las  regiones

tropicales y subtropicales de todo el mundo
(Cronquist, 1981). Dentro de estos, los
géneros Acokanthera, Nerium, Ochrosia,
Plumeria, Rauvolfia, Thevetia y
Himatanthus representan la mayoria de las
especies (Cronquist, 1981; Lentz, 1993).

Ha sido reportado en la literatura el
aislamiento de alcaloides de importancia
farmacoldgica, de plantas de pertenecientes a
la familia Apocinaceae, por ejemplo de las
especies de los géneros Rauvolfia y
Tabernaemontana (ambas pertenecientes a la
sub-familia Plumeroideae). Esta familia de
plantas representa una fuente de farmacos y
enzimas responsables de la inusual
resistencia al ataque de artropodos y
toxicidad al ser consumidos por animales
(Flores et al., 2001) que una vez estudiados a
fondo pueden ser empleados en la lucha
contra enfermedades tales como el cancer.
Ejemplos clasicos son los llamados vinca
alcaloides  (viniblastina y vinicristina)
aislados de la planta africana originaria de la
isla de Madagascar Catharanthus roseus
(Apocinaceae)(Cronquist, 1981).

1.1 Clasificacion de las proteasas

Las proteasas se clasifican en funcion de tres
criterios: tipo de reaccion catalizada,
naturaleza quimica del sitio catalitico y
relacion evolutiva con referencia a su
estructura (Barett, 1995). Las proteasas
dependiendo de su sitio de accion
comunmente se subdividen en dos grupos:
exopeptidasas y  endopeptidasas. Las
exopeptidasas rompen el enlace peptidico
terminal del sustrato mientras que las
endopeptidasas rompen los enlaces peptidico
distantes del extremo del sustrato. Basado en
el grupo funcional presente en el sitio activo,
las endopeptidasas se clasifican en 4 grupos:
serinaproteasas, proteasas del aspartico,
cisteinaproteasas y metaloproteasas (Hartley,
1960; Beynor & Bond, 1994). Las serina
proteasas se caracterizan por la presencia de
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un residuo de serina en su sitio activo,
presentando una triada catalitica de tres
aminoacidos: serina (nucledfilo), aspartato
(electrofilo) e histidina (base). Las serina
proteasas son reconocidas por su inhibicion
irreversible con 3,4 dicloroisocumarina (3,4-
DCI), 4-guanidina, diisopropilfluorilfosfato
(DFP), fenil-metil-sufonil-fluoruro (PMSF)
y Tiosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK)
(Brenner, 1988). Las proteasas alcalinas que
son activas a altos valores de pH representan
un amplio grupo de las serinaproteasas. Las
metaloproteasas ~ poseen  una  mayor
diversidad catalitica pero tienen en comun el
requerimiento de un i6n divalente para su
actividad, dentro de este grupo se incluyen
enzimas de gran variedad tales como las
colagenasas de organismos superiores,
toxinas  hemorragicas y  termolisinas
bacterianas. Todas son inhibidas por agentes
quelantes de iones metalicos tales como el
EDTA, pero no por agentes sulfidrilos o
DFP. (Labbe et al., 1974) Estudios previos
realizados por nuestro grupo de
investigacion han demostrado que los
homogenatos del fruto Thevetia ahouai
poseen enzimas con actividad proteolitica
(Graterol et al., 2005). Teniendo en cuenta la
evidencia anterior, se ha planteado la
caracterizacion  bioquimica 'y posterior
purificacion etapas previas necesarias para
proponer estas enzimas como insumos para
la industria regional y nacional.

Existe numerosa bibliografia acerca del
aislamiento y caracterizacion de alcaloides a
partir de Thevetia ahouai y sus relacionados,
pero es poca o inexistente la bibliografia
acerca de las propiedades bioldgicas de esta
planta. En (Cronquist, 1981) se demostrd
que el latex de Thevetia ahouai contenia un
conjunto de compuestos toxicos incluyendo
glicosidos cardiacos y alcaloides. (Lentz,
1993) reportd el empleo medicinal del latex
de Thevetia ahouai por los indios de la etnia
Paya en Honduras como anestésico local
para dolores dentales, antiinflamatorio y
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como elemento de tratamiento para la
miiasis. (Endo et al., 1997), estudiaron los
glicosidos cardenolicos de Thevetia ahouai
(L) A.DC. y demostraron la presencia de 20
glucédsidos cardenolicos entre ellos 4 nuevas
combinaciones de aglicoles y azlcares.
(Flores et al.,, 2001) coloc6é a Thevetia
ahouai entre las plantas de la flora
yucatanense que provocan alguna toxicidad
en el humano, al reportar casos en los cuales,
la ingestion de alguna de las partes de la
planta causé trastornos del sistema nervioso
y corazén, pudiendo causar la muerte.
(Graterol et al., 2005) report6 la deteccién y
caracterizacion de actividades hidroliticas en
extractos salinos de Thevetia ahouai con la
deteccion de una actividad proteolitica tipo
gelatinasa en zimogramas copolimerizados
con gelatina

Es por ello que el siguiente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo la
determinacion y caracterizacion parcial de
la actividad proteasas/gelatinasas obtenidas
del fruto de Thevetia ahouai (L.) A.DC.
Entre los objetivos especificos se
encuentran:

e Determinar la  actividad de
proteasa/gelatinasa en homogenatos
del fruto de Thevetia ahouai, en
placas de hemoglobina y gelatina al
1%

e Determinar la actividad de
proteasa/gelatinasa en zimogramas
copolimerizados con gelatina.

e Caracterizar el perfil electroforético
de las diferentes proteinas presentes
en el homogenato salino de Thevetia
ahouai.

e Determinar la temperatura y pH
optimo de la actividad de proteasa
detectada.
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e Determinar el efecto de |Ila
temperatura en la termoestabilidad
enzimatica.

e Determinar el efecto de los
inhibidores clasicos de proteasas
sobre la actividad de proteasa/
gelatinasa detectada.

2. Materiales y Métodos

2.1 Obtencion del extracto a partir del
fruto de Thevetia ahouai

Se colectaron frutos maduros de Thevetia
ahouai, se les retir6 el exocarpo y se
procedi6 a homogenizar en  con una
solucion de NaCl al 1% en una proporcion
1:2 plv. Se filtr6 este extracto dos veces
empleando gasa y posteriormente  se
centrifugd para extraer el almidon. Este
extracto crudo fue posteriormente congelado
en nitrogeno liquido y liofilizado a -40 °C y
133x10° mBar para ser posteriormente
resuspendido en un volumen de agua
destilada Este fue el extracto partir del cual
se realizaron todos los ensayos (Graterol et
al., 2005).

2.2 Deteccion de la actividad proteolitica
con hemoglobina y gelatina.

La actividad proteolitica se determind
cualitativamente usando placas de agar con
hemoglobina al 1% (p/v). Se realizaron
agujeros sobre la superficie de la placa en
condiciones de esterilidad y se aplicaron
cantidades crecientes de extracto (0 pg,
250ug, 500pg y 1000pg de proteinas
respectivamente).  Posteriormente  estas
placas fueron incubadas en una estufa a 55°
C por 24 y 48 horas, tiempo después del cual
fueron visualizadas con ayuda de wun
transiluminador  para  ser  registradas
fotograficamente. Procedimiento semejante
se realizd en las placas con gelatina

preparadas al 0,5% (p/v) pero una vez
trascurrido el tiempo de incubacién, se
procedio a realizar una tincion con el
colorante Azul de Coomassie R-250 segun el
método descrito por (Vermelho et al., 1995).

2.3 Electroforesis

La determinacion de la masa molecular de la
enzima  detectada se realizd  por
electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio al 12% (SDS-
PAGE), bajo condiciones nativas Yy
desnaturalizantes. Se emple6 un marcador de
peso molecular con pesos moleculares de 10
kDa a 225 kDa (Sigma). La muestra fue
corrida a 120 V a temperatura ambiental e
inmediatamente fue tefiido con una tincion
combinada plata-Coomassie Brillant Blue R-
250 (Laemmli, 1970; Stoll et al, 1976).

2.4 Determinaciéon de la actividad
proteolitica en zimogramas

Para la determinacién de la actividad
enzimatica se realizaron  zimogramas
copolimerizados con gelatina al 0,2% (p/V)
en un gel de poliacrilamida al 12 %. Las
corridas se llevaron a caboa 120 Va4°Cy
se incubaron en un tampon Glicina-NaOH
0,1 M pH 9,0 en una estufa por 12 h a 55° C.
Las corridas zimograficas fueron realizadas
de manera simultdnea con las corridas
electroforéticas. Para indicar las zonas
enzimaticas activas, se les afiadio colorante
de Coomassie Brillant Blue G-250 y las
bandas blancas del gel se cuantificaron
utilizando densitometria ImageJ. Las bandas
del gel electroforético se cuantificaron
utilizando densitometria. Para el analisis
densitométrico los geles de zimografia y
electroforesis y se empleé el programa
PhotoShop para aumentar el contraste y
facilitar los calculos (Amaiz, 2003).
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2.5 Efecto de la temperatura y pH sobre
la actividad proteolitica de la enzima por
zimografia

La actividad enzimatica se evaluo a distintas
temperaturas (4 a 75° C). Posteriormente a la
corrida se cortaron varias tiras del gel y se
incubaron a las temperaturas deseadas. Las
bandas fueron cuantificadas por el software
ImagenJ. Para los distintos valores de pH
(4,0 a 11,00 se emplearon tampones
acetato/acetico (pH 4 y 5), fosfato (pH 6),
Tris-HCI (pH 7 y 8), Glicina/NaOH (9, 10).
Los geles fueron incubados a la temperatura
Optima de actividad (55° C) por 12 horas.
Las bandas con actividad proteolitica seran
cuantificadas por densitometria Imagen J
(Labbe et al, 1974; Li & Yousten, 1975;
Medina, 2000).

2.6 Efecto de inhibidores sobre la
actividad proteolitica por zimografia

Esta fase experimental se realiz6 utilizando
etilendiamintetraacético (EDTA), y Fenil-
metil-sulfonil-Fluoruro  (PMSF)  como
inhibidores en una concentracion de 10 mM
respectivamente. EIl inhibidor PMSF se
prepard con etanol, y el volumen afiadido no
excedio el 2% del volumen final de
incubacion. (Morihana, 1974). Las muestras
se incubaron con los respectivos inhibidores
a 25 ° C por 30 min y luego fueron
inyectados en los carriles de los zimogramas.
Estos zimogramas fueron incubados a pH 9
por 12 horas a 55° C. Las actividades fueron
cuantificadas por densitometria Imagen J
(Amaiz, 2003).

2.7 Termoestabilidad de las proteasas

Para evaluar la termoestabilidad de la
enzima se incubaron por una hora los
extractos obtenidos sin tampdn de muestra a
temperaturas comprendidas entre los 4 y 75
°C. Posteriormente se les agregd el tampon
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muestra y se cargaron en un gel de
electroforesis copolimerizado con gelatina.
Las bandas resultantes fueron digitalizadas y
cuantificadas mediante el software ImagenJ.

2.8 Cuantificacion de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se empled
el método propuesto por Bradford (Bradford,
1976). Se realizaron curvas de calibracion
empleando Albumina sérica bovina (BSA)
en intervalos de 10 ug hasta 100ug para
realizar su lectura a una longitud de onda de
595 nm.

3. Resultados y discusién

3.1 Deteccion de la actividad proteolitica
con hemoglobina y gelatina

Con la finalidad de confirmar que los
extractos salinos obtenidos de Thevetia
ahouai eran capaces de degradar proteinas,
se inocularon en placas suplementadas con
hemoglobina  bovina, los  resultados
obtenidos a las 24 horas de incubacion se
muestran en la Fig. 1. Transcurrido el tiempo
de incubacion de 24 horas las placas de
hemoglobina presentaron halos claros en los
alrededores de los agujeros en los cuales se
colocaron concentraciones crecientes del
extracto. Se notd asi mismo un aumento del
didmetro en cada uno de los agujeros en
funcion de las concentracion de la misma, de
esta manera concentraciones mayores del
extracto mostraron los mayores didmetros en
sus halos de hidrolisis. La coloracion clara
de estos halos se debe a la accién proteolitica
de la enzima que al degradar las cadenas de
amino 4&cidos que forman la estructura
globular de la hemoglobina que promueve la
liberacion del grupo hemo teniendo como
consecuencia la decoloracion observada,
siendo de color pardo los productos de esta
reaccion. Es importante igualmente sefalar
que el diametro del halo de hidrolisis
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experimentd un ensanchamiento a las 48
horas (Resultado no mostrados)

Fig. 1. Actividad proteolitica en placas con
hemoglobina. 1: 0 pg, 2: 250 pg, 3: 500 pg, 4: 1000
Jg de proteinas

Resultados similares se obtuvieron en las
placas suplementadas con gelatina (Fig. 2).
La gelatina es una proteina compleja no
existiendo como componente en los
animales, obteniéndose por la hidrdlisis
parcial del colageno, su precursor insoluble.
En el coldgeno, la unidad bésica esta
formada por tres cadenas de polipéptidos,
enrolladas en forma de hélice y estabilizadas
por uniones intramoleculares.

Fig. 2. Actividad proteolitica en placas con gelatina.
1: 0 pg, 2: 250 pg, 3: 500 pg, 4: 1000 pg de
proteinas.

La actividad proteolitica se evidencié por la
presencia de halos claros de hidrdlisis
producto de la débil union del colorante
Azul de Coomassie R-250, colorante
orgéanico que en medio &cido se une a las
proteinas mediante interacciones

electrostaticas con los grupos amino.
Igualmente se realiz6 un ensayo preliminar
en un zimograma que luego de 12 horas de
incubacion y luego de ser tefiido presentd las
areas claras de hidrolisis proteica (Fig. 3).

Fig. 3. Zimografia en geles de poliacrilamida
copolimerzados con gelatina al 0,2 %.

3.2 Determinacién del peso molecular
mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones nativas y
desnaturalizantes

Con la finalidad de determinar el peso
molecular de la proteasa se realizaron
electroforesis en condiciones nativas Yy
desnaturalizantes para luego al ser
superpuestos con lo zimogramas
correspondientes estimar el peso molecular
de la enzima. El patron de bandas
electroforético en condiciones nativas estuvo
mayoritariamente dominado por ocho bandas
de 75, 59, 50, 35, 32, 30, 15y 10 kDa. Los
resultados obtenidos muestran que la
proteasa se trata de una banda simple de 75
kDa (Fig. 4). Se ha encontrado que la
proteasa detectada posee un peso molecular
superior a otras proteasas producidas en este
caso por bacterias especificamente del
género Bacillus. Pues es posible encontrar
que Bacillus. B18” excreta una proteasa del
tipo similar de 30 kD, la bacteria alcalofila
Bacillus licheniformis secreta una serina
proteasa con un peso molecular de 26 kD y
mas recientemente la bacteria Bacillus
sphaericus que secreta dos proteasas con
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pesos de 28.7 y 68 kD respectivamente,
siendo la enzima de mayor peso molecular
una enzima constituida por dos sub-unidades
pequenas.

Marcador
de Peso
| Molecular
(kDa)

~ 1=205
- 2=116
3=97
4=84
5=66
6="55
7=145
8=36
9=29
10 =24
11 =20
12=142

> <
® <

Fig. 4. Determinacion del peso molecular de la
proteasa A. Corrida zimogréfica, B. electroforesis en
condiciones nativas, C. Marcador de peso molecular,
D. Electroforesis en condiciones nativas

En la bibliografia también se encuentran
enzimas con pesos moleculares muy
similares a los de la enzima detectada como
es la producida por Alcaligenes feacalis cuyo
peso molecular es de 67 kD y que como se
verd posteriormente posee caracteristicas
similares a la proteasa detectada en cuanto a
sus valores de temperatura y pH 6ptimo.

3.3 Efecto de inhibidores clasicos sobre la
actividad proteolitica

Los resultados se muestran en la Fig. 5,
obteniéndose la inhibicion de casi un 100%
de la actividad por la accion de PMSF
indicando un sitio activo semejante a las de
las proteasa del tipo serina. EI PMSF
inactiva este tipo de proteasas al acilar de
manera irreversible el residuo de serina
activo (Kumar & Takagi, 1999).
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Fig. 5. Ensayo del efecto de los inhibidores clésicos
sobre la proteasa detectada A. Muestra +PMSF 10
mM, B. Muestra+ EDTA 10 mM. C. Muestra.

3.4 Efecto de la termoestabilidad y
determinacién de temperatura y pH
optimos sobre la actividad proteolitica de
la enzima por zimografia

Los ensayos de termoestabilidad realizados
demuestran que la enzima es capaz de tolerar
periodos de incubacion de hasta 60 minutos
a b55° C sin perder su actividad
recuperandose un 100% de la misma. La
actividad decrece drasticamente cuando la
temperatura es aumentada a 75° C hasta
hacerla no detectable por el método
empleado (Fig. 6).

4°C

25°C 35°C 45°C 55°C 75°C
Fig. 6. Ensayo de Termoestabilidad. En estos
zimogramas sSe aprecia la actividad residual
recuperada luego de incubarse cantidades del extracto
salino a diferentes temperaturas por una hora.
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Si comparamos la termoestabilidad de las
gelatinasa con los datos previamente
reportados para otras proteasas de bacterias
termofilas en este caso se encuentran
similitudes en cuanto a termoestabilidad,
existiendo diferencias en el peso molecular.
Los datos de dependencia de la actividad de
la gelatinasa en funcién del pH indican que
las proteasa del tipo serina gelatinasa es
activa en un intervalo de pH entre 7 y 10
siendo la 6 la de mayor actividad a un pH de
8, es decir se puede clasificar como una
gelatinasa alcalina que podria pertenecer al
grupo de la subtilisinas sin embrago estudios
posteriores en la potenciacion de la actividad
enzimatica en presencia de iones divalentes
como Ca”** o Mg**. Por ultimo al revisar la
bibliografia es posible encontrar que todos
los organismos alcalofilos ensayados para
ser aplicados industrialmente, los
microorganismos del género Bacillus son los
predominantes (De Marco & Dick, 1978;
Rao et al, 1998). A pesar de ello y dados los
hallazgos en nuestro laboratorio, se
demuestra que ademéas de este grupo de
versatiles microorganismos existen ademas
organismos mesofilos que producen enzimas
con posibles aplicaciones industriales o
biotecnoldgicas, sin embargo el
afianzamiento de lineas de investigacion en
estas areas conllevaran al  posterior
descubrimiento de nuevas propiedades de
interés comercial (Rawling & Barret, 1993;
Rao et al., 1998).

En cuanto a la determinacién del pH vy la
temperatura Optima, se realizaron los geles y
luego se cuantificaron las bandas utilizando
el programa ImageJ. Los resultados
obtenidos se muestran en las Fig. 7y 8, en
donde se observa un pH 6ptimo de 8, y una
temperatura Optima de 55 °C. La actividad
detectada puede ser considerada como
termofila y alcaldfila.
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Fig. 7. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica
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Fig. 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad
enzimatica

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran la
presencia, en los homogenatos del fruto de
Thevetia ahouai de una actividad proteolitica
tipo gelatinasa evidenciada mediante placas
de agar suplementadas con hemoglobina y
gelatina, asi como en geles de zimografia,
tratindose de una banda simple de75 kD
determinada por SDS-PAGE. Esta actividad
demostro ser dptima a una temperatura 'y pH
dptimos de 55°C y 8 unidades de pH, valores
caracteristicos de una enzima termdfila y
alcaldfila. La inhibicion total de la actividad
proteodlitica por el PMSF pone en evidencia
la presencia de un sitio activo similar al de
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las proteasas endopeptidasas tipo serina. La
actividad proteolitica resulto termoestable en
intervalos de temperatura comprendidods
entre los 4° y 75° C, recuperandose un 100%
de la actividad luego de una incubacion a 55°
C por 60 minutos. Por ultimo, los estudios
futuros acerca de las caracteristicas de la
actividad  detectada  determinardan  su
colocacion como una enzima con
potencial(es) aplicacion (es) biotecnoldgicas.
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