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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la accién citotoxica de enzimas con actividad proteasa y
de fracciones terpenoides contenidas en el latex de las plantas tropicales Calotropis procera
(Aiton) W.T. Aiton y Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit., se colectaron muestras de ambos
latices a partir de plantas adultas ubicadas en la zona norte del Estado Aragua. Las
proteinas solubles fueron extraidas con 16 pL de acetato de sodio 50 mM pH 5/ug de latex
integral y eliminada la porcion poliisoprenoide por centrifugacion a 16.000 x G durante 15
min, denominandose al sobrenadante “extracto crudo de latex” (ECL). El ECL fue
fraccionado exitosamente por cromatografia de intercambio i6nico  sobre
carboximetilcelulosa con elucién de las proteinas con gradiente de NaCl hasta 1 M. Las
fracciones colectadas fueron probadas para actividad proteasa y Ribonucleasa (RNasa). Se
estimo la masa molecular de las proteinas a través de ecuaciones de regresion lineal de la
relacion entre la distancia de migracion y el Log de la masa molecular de las proteinas
marcadoras. La fraccion de terpenos se obtuvo a partir de extracciones con metanol sobre
latex deshidratado y se llamo “‘extracto metandlico de latex” (EML). Los ECL, las
fracciones de proteasas y EML fueron probados en su actividad citotoxica in vitro sobre
cultivos de células Jurkat mantenidas en medio basico RPMI-1640 con rojo de fenol, 0,2 %
de bicarbonato de sodio, suplementado con 4 mM de L-glutamina, 10 % de SFB, penicilina
(100 u/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) a 37° C en 5 % de CO.. Se realizaron estudios de
viabilidad, proliferacion, necrosis y apoptosis celular, utilizando las técnicas de reduccion
del MTT, exclusion del azul tripano y fluorescencia con naranja de acridina/bromuro de
etidio. Los resultados indican que el latex de las especies estudiadas contienen enzimas con
actividad proteasa y RNasa, con masas moleculares entre 28 y 30 kDa para ambas especies.
El latex de C. procera present0 actividad proteasa sobre caseina, azocaseina, albumina
sérica bovina (ASB) y ovoalbumina. La actividad sobre ovoalbdmina fue mayor a pH 5y
70° C. El latex de P. tithymaloides no presenté actividad sobre ASB ni ovoalbdmina pero si
hidroliz6 la caseina y la azocaseina. La actividad proteasica del ECL de P. tithymaloides
sobre azocaseina fue 6ptima a pH 8,5y 70° C. La proteina con actividad RNasa presente en
el latex de P. tithymaloides es glicosilada. Los efectos citotoxicos del ECL y del EML de C.
procera resultaron ser independientes de las dosis evaluadas, con efectos inhibitorios sobre
la viabilidad y la proliferacion celular en las 24 y 48 horas de incubacion con dosis de 1
ug/mL, con porcentajes de inhibicion del crecimiento celular entre 26 y 36 % con respecto
al control a las 24 horas y entre 24 y 44 % a las 48 horas (ECL), y de 15 % a las 48 horas
(EML). Las fracciones purificadas de proteasas no provocaron efectos citotdxicos sobre las
células estudiadas. EI ECL de P. tithymaloides presentd un efecto citotoxico dosis-
dependiente sobre las células Jurkat a partir de 50 pug/mL (p<0,05). La inhibicién del
crecimiento celular fue de 16, 37 y 42 % al aplicar dosis de 10, 50 y 100 pg/mL,
respectivamente, después de 24 horas de incubacion. A las 48 horas, el crecimiento celular
fue inhibido en proporciones semejantes (17, 34 y 40 % con dosis de 10, 50 y 100 pg/mL,
respectivamente). EI EML provoco efectos citotdxicos independientes de las dosis
empleadas. Las fracciones purificadas de proteasas de P. tithymaloides no provocaron
efectos citotoxicos sobre las células estudiadas.

Palabras clave: Proteasas, terpenos, latex, cultivos celulares in vitro, células Jurkat,
actividad citotoxica, Calotropis procera, Pedilanthus tithymaloides.
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ABSTRACT

In order to assess the cytotoxic action of protease enzymes and terpenoid fractions
contained in the latex from Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton and Pedilanthus
tithymaloides (L.) Poit tropical plants, samples were collected from both adult plants
located in the north of Aragua State. Soluble proteins were extracted with 16 pL of 50 mM
sodium acetate pH 5/ug integral latex and eliminated the poly-isoprenoid portion by
centrifugation at 16,000 x g for 15 min, the supernatant was named "latex crude extract"
(LCE). The LCE was successfully fractionated by ion exchange chromatography on
carboxymethylcellulose, protein elution by gradient to 1 M NaCl. The fractions collected
were tested for protease activity and ribonuclease (RNase). We estimated the molecular
mass of proteins through linear regression equations of the relationship between migration
distance and the Log of molecular mass marker proteins. The terpene fraction was obtained
by extraction with methanol, dried and called "latex methanolic extract" (LME). The LCE
and purified fractions were tested in vitro by cytotoxic activity in Jurkat cell cultures in
RPMI media with phenol red, 0,2 % sodium bicarbonate, supplemented with 4 mM L-
glutamine, 10 % foetal calf serum, penicillin (100 u/mL) and streptomycin (100 pg/mL) at
37° C in 5 % CO,. Cellular viability, proliferation, necrosis and apoptosis were evaluated
using MTT assay, trypan blue exclusion and fluorescence staining with acridine
orange/ethidium bromide. Results indicate that studied species latex contain enzymes with
protease and Rnase activity, with molecular masses between 28 and 30 kDa for both
species. The latex of C. procera showed protease activity on casein, azocasein, bovine
serum albumin (BSA) and ovalbumin. The activity on ovalbumin was higher at pH 5 and
70° C. The latex of P. tithymaloides no had activity on BSA or ovalbumin but hydrolyzed
casein and azocasein. The protease activity of P. tithymaloides LCE on azocasein was
optimal at pH 8,5 and 70° C. The RNase protein present in the latex of P. tithymaloides is
glycosylated. The cytotoxic effects of C. procera LCE and LME were found to be dose-
independent, with inhibitory effects on cell viability and proliferation at 24 and 48 hours of
incubation at 1ug/mL, the cellular growth inhibition was between 26 and 36 % at 24 h and
24 - 44 % at 48 h (LCE), and 15 % at 48 h (LME). Protease purified fractions caused no
cytotoxic effects on the studied cells. The P. tithymaloides LCE presented a dose-dependent
cytotoxic effect on Jurkat cell from 50 pg/mL (p<0,05). The cellular growth inhibition was
16, 37 and 42 % with 10, 50 and 100 ug/mL respectively, after 24 h of incubation. At 48 h
the cellular growth was inhibited in similar proportions (17, 34 and 40 % with doses of 10,
50 and 100 upg/mL, respectively). The LME caused dose-independent cytotoxic effects.
Protease purified fractions caused no cytotoxic effects on the cells.

Keywords: Proteases, terpenes, latex, in vitro cell cultures, Jurkat cells, cytotoxic activity,
Calotropis procera, Pedilanthus tithymaloides.
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I.- INTRODUCCION

Los primeros registros acerca del uso de plantas con fines medicinales datan
del afio 2600 AC en Mesopotamia, como es el caso del aceite de cedro para el
tratamiento de infecciones parasitarias e inflamaciones, aunque la lista es muy
extensa. En la actualidad, mas del 50 % de las drogas utilizadas en el mundo como
agentes quimioterapéuticos derivan de productos naturales; de éstos, las plantas
superiores contribuyen con no menos del 25 % del total (Gurib-Fakim, 2006).

En las regiones tropicales, el potencial para encontrar nuevos compuestos es
muy grande, ya que a la fecha solo el 1 % de las especies tropicales han sido
estudiadas en cuanto a sus propiedades farmacoldgicas (Gurib-Fakim, 2006). Tres de
las principales fuentes de drogas anticancerosas en el mercado y experimentadas
clinicamente son derivadas de plantas de Norte América (Canada y Estados Unidos)
que fueron utilizadas por los nativos: Asimina spp (Kim et al., 2005); Taxus
brevifolia (Kummalue, 2005) y Podophyllum peltatum (Ram y Kumari, 2001);
utilizadas en la actualidad para combatir efectivamente adenocarcinomas de préstata
o colon y cancer de pulmon.

Dentro del gran grupo de plantas medicinales, las especies que contienen latex
han resultado ser de gran utilidad para la humanidad. Tal es el caso de Carica papaya
(Azarkan et al., 2003) y Croton lechleri (Fischer et al., 2004), cuyos extractos son
utilizados intensamente en las industrias de alimentos y farmacéutica. Una de las
propiedades atribuidas, y exitosamente comprobadas clinicamente en especies de
plantas con latex, es su actividad antitumoral y citotdxica, lo que le confiere un

especial interés, precisamente por ser el cancer la segunda causa de muerte por



enfermedad, después de las enfermedades cardiovasculares, a escala mundial
(Organizacion Mundial de la Salud, 2011). Uno de los mas significativos
descubrimientos en el campo de las drogas anticancerosas deriva de una planta de
Madagascar que contiene latex, Catharanthus roseus (Apocinaceae). Esta planta fue
utilizada desde la antigliedad para tratar una amplia variedad de enfermedades,
incluyendo la diabetes. Contiene 130 alcaloides terpenoides del tipo indol, de los
cuales uno de ellos, llamado vinblastina ha sido comercializado durante mas de 40
afios como una droga anticancerosa (Van Der Heijden et al., 2004).

Extractos foliares obtenidos de las plantas laticiferas Calotropis gigantea y
Nerium oleander presentaron actividad citotoxica, contra células de cancer de seno
MCF-7 y MDA-MB-231, comparable a los medicamentos cominmente utilizados en
los tratamientos (Wong et al., 2011).

En paises de Asia, el latex de las plantas de Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton, tiene maltiples aplicaciones en la medicina tradicional y es cultivada como una
planta Gtil. En Venezuela, esta especie es considerada una maleza que invade los
potreros y areas deforestadas y, aunque es originaria de Asia y Africa, se considera
naturalizada debido a su amplia distribucién y excelente adaptacion. La especie
Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit., originaria de América tropical, es cultivada
como una planta ornamental y, aunque ha sido muy poco estudiada, su contenido de
abundante latex sugiere que puede ser de interés con fines medicinales. Ambas
especies han sido seleccionadas para el presente estudio, no s6lo por su abundante

presencia de latex, sino también por ser de amplia distribucion en Venezuela, de



excelente adaptabilidad a distintas condiciones agroecoldgicas y resistencia a diversos
factores bidticos y abidticos causantes de estres.

En muchos casos, la actividad antineoplasica de las plantas laticiferas es
atribuida a los terpenos, no obstante, recientemente se report6 accion citotoxica de un
extracto de proteinas laticiferas de C.procera (Soares et al., 2007) y del latex de
Ficus carica (Wang et al., 2008), sobre diversas lineas celulares, con pocos efectos en
células normales.

Por otra parte, la incidencia del cancer en la poblacion mundial ha
incrementado en los Ultimos afios, alcanzando cifras de 7,6 millones de defunciones
debidas al cancer en 2008, lo que representa alrededor del 30 % del total de
defunciones que se calcula ocurrieron en el mundo en 2008 debidas a enfermedades
no transmisibles, y se estima que estas cifras aumentaran a 13 millones de personas
en el 2030 (Organizacion Mundial de la Salud, 2012). Estas circunstancias
promueven el interés creciente en el estudio de nuevos y efectivos farmacos para
combatir diferentes tipos de cancer. En el presente trabajo se estudio el efecto de los
extractos laticiferos y de proteasas purificadas de los latices de C.procera y P.
tithymaloides, ambas especies poco conocidas en sus propiedades farmacogndsticas,
como posibles agentes anticancerosos, en cultivos in vitro de células Jurkat de

leucemia linfocitica.



Il.- OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el potencial citotoxico in vitro de proteasas y terpenos del latex de

Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton y Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit.

Obijetivos especificos
1.- Aislar y purificar proteasas a partir del extracto crudo de latex de
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides en condiciones de pH y

temperatura Optimas para conservar su actividad proteolitica.

2.- Caracterizar las enzimas proteasas por su masa molecular y presencia de

glicanos.

3.- Separar una fraccion enriquecida en terpenos a partir del latex de

Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides.

4.- Evaluar la actividad citotoxica in vitro del extracto crudo y de las
fracciones aisladas de proteasas y enriquecidas en terpenos, de los latices

de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides.



I11.- REVISION DE LITERATURA
Presencia y composicion de latex en las plantas
El latex es el citoplasma de células altamente especializadas llamadas
laticiferos. EIl latex, un fluido lechoso compuesto por una mezcla compleja de
constituyentes en suspension o en solucion, es sintetizado en los conductos laticiferos
de alrededor de 12.000 especies de plantas distribuidas en alrededor de 22 familias
(Hagel et al., 2008) y cerca de 900 géneros (Morcelle et al., 2004), de los cuales
Euphorbia, Hevea, Manihot, Elaephora (Familia Euphorbiaceae); Calotropis,
Funastrum (Familia Asclepiadaceae); Carica (Familia Caricaceae) y Ficus (Familia
Moraceae) han sido de los méas estudiados (Arima et al., 2000; Lynn y Clevette-
Radford, 1986¢; Abraham y Joshi, 1979; Azarkan et al., 2003).

La presencia de ciertas enzimas, como quitinasas y proteasas, en el
latex, sugiere que éste puede actuar como agente de defensa de la planta contra
patogenos, parasitos y herbivoros, una vez que se ha roto la célula (Vierstra, 1996).
Las enzimas de la clase cisteina-proteasas participan en procesos intra vy
extracelulares tales como el desarrollo y maduracion del fruto (Brady, 1985), como
reserva nutricional, degradacién de proteinas de almacenamiento en semillas en
proceso de germinacioén (Kembhavi et al., 1993; Taylor y Cuming, 1993), activacion
de proenzimas y degradacion de proteinas defectuosas (Rudenskaya et al., 1998). Se
ha detectado presencia de enzimas lipasas, cuya funcién ain no ha sido demostrada,
aungue se ha propuesto que estan involucradas tanto en la sintesis, como en la
hidrolisis de ésteres terpénicos durante la formacion de las particulas de latex

(Giordani et al., 1991). A partir del latex de Chelidonium majus, una planta de la



familia Papaveraceae ampliamente distribuida en Europa y el oeste de Asia, se ha
logrado aislar dos nucleasas de 20 y 36 kDa con actividad RNasa y DNasa,
respectivamente (Nawrot el al., 2008), a las cuales se les atribuye participacion, en el
ciclo de vida de las plantas, en el desarrollo de tejidos y 6rganos, en la respuesta al
estrés y en la apoptosis 0 muerte celular programada (Dohnélek et al., 2011), asi
como también en el desarrollo del sistema vascular y en las respuestas a patdgenos
virales (Matousek et al., 2003).

Asi mismo, se ha reportado presencia de metabolitos especializados como
productos finales que no regresan al metabolismo primario, muchos de los cuales son
citotoxicos por lo que se ha sugerido que los laticiferos evolucionaron como un
medio para secuestrar tales compuestos, independiente de los tejidos vasculares,
evitando posibles dafios a la planta que los sintetiza (Hagel et al., 2008).

En general, el latex de cualquier especie vegetal contiene una variedad de
componentes celulares, como nucleo, mitocondria, ribosomas y lisosomas, (Morcelle
et al.,, 2004). En su composicion resaltan metabolitos especializados como
terpenoides, glicésidos cardiacos, alcaloides, lignanos, taninos, poliisoprenoides,
proteinas, aminoacidos libres, almidones y azucares (Morcelle et al., 2004; Hagel et
al., 2008; Domsalla y Melzig, 2008).

En el latex de plantas del género Euphorbia se ha encontrado en su
composicion una variedad de diterpenos (Ravikanth et al., 2002; Ravikanth et al.,
2003), triterpenos (De Pascual et al., 1987), ésteres de di y triterpenos (Vogg et al.,
1999), lectinas con un amplio rango de capacidad hemaglutinante (Lynn y Clevette-

Radford, 1986a; Stirpe et al., 1993) y enzimas de diversos tipos tales como serina-



proteasas (Lynn y Clevette-Radford, 1983; 1984; 1985a,b; 1986b,c; 1988; Arima et
al., 2000; Yadav et al., 2006), fosfatasa &cida (Lynn y Clevette-Radford, 1987a),

fosfatasa alcalina, leucina aminopeptidasa, esterasas, N-acetil-B-glucosaminidasa, o-

manosidasa, o y B-galactosidasa, o y B-glucosidasa, a-amilasa, celulasa (Lynn y
Clevette-Radford, 1987b) y lipasas (Palocci et al., 2003). También se ha reportado,
en el latex de C. procera, la presencia de actividad antioxidante de las enzimas
superoxido dismutasa y ascorbato peroxidasa, las cuales participan en la dismutacion
de radicales superdxido y en la detoxificacion del H,0,, respectivamente, intervienen
en la resistencia al estrés y/o regulacion de la duracion del flujo de latex y confirman
la funcién protectora contra posibles dafios oxidativos, los cuales se inician después
de las heridas de las hojas (Freitas et al., 2007).

El latex de plantas del género Carica (C. papaya) contiene cuatro cisteina
endopeptidasas: papaina, quimopapaina, glicil endopeptidasa y caricaina, sintetizadas
como precursores inactivos que se convierten en enzimas maduras dentro de los 2
min siguientes al corte de la planta (Azarkan et al., 2003). Similarmente, el latex de
Calotropis gigantea también contiene cuatro clases de cisteina proteasas: calotropinas
FI, FII, DI y DIl (Abraham y Joshi, 1979; Pal y Sinha, 1980). En el latex de
Calotropis procera se ha reportado una cisteina proteasa estable, llamada proceraina,
con una masa molecular de 28,8 kDa, con capacidad para actuar sobre caseina,
azocaseina, azoalbumina y hemoglobina con alta actividad especifica y actividad
hidrolitica sobre ciertos sustratos sintéticos (Dubey y Jagannadham, 2003). Una

electroforesis bidimensional, confirmada por espectrometria de masa, revel6 la



presencia de proteinas con pesos moleculares que van desde 5 hasta 95 kDa, con un
componente cuantitativamente importante con masa molecular de 26 kDa. Se detecto6
actividad antioxidante y proteolitica compartida por al menos cuatro cisteina
proteasas distintas, en ausencia de serina y metalo proteinasas e indicios de una
aspartico proteasa (Freitas et al.,, 2007). En otras especies laticiferas como
Synadenium grantii (Rajesh et al., 2006) y Funastrum clausum se han identificado
enzimas proteoliticas del tipo serina proteasa y cisteina proteasa, respectivamente
(Menon et al., 2002; Morcelle et al., 2004). Un resumen de las principales
propiedades bioquimicas de las enzimas proteoliticas presentes en latices de plantas,
reportadas hasta la fecha, se presenta en el cuadro 1. La mayoria de las proteasas de
latex pertenecen a la familia de las cisteina o serina endopeptidasas, y solo una,
reportada hasta la fecha, a la familia de las aspartico endopeptidasas.

Una exhaustiva revision sobre las caracteristicas y propiedades bioquimicas
de las proteasas laticiferas ha sido realizada por Domsalla y Melzig (2008).
Caracteristicas de Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton

Calotropis procera (Familia Asclepiadaceae) es una hierba arbustiva, o
arbusto, que crece en areas alteradas y pastizales. Nativa de Asia, es considerada una
especie naturalizada en Venezuela, donde recibe el nombre comun de “Algodon de la
India” (figura 1). En la India, es una popular planta medicinal. Del extracto etandlico
de las flores se han reportado propiedades antimicrobiana, antiinflamatoria,
antipirética, analgésica (Mascolo et al., 1988), anticancerosa (Smith et al., 1995) y

antimalarial (Sharma y Sharma, 1999; 2001).



Cuadro 1. Caracteristicas de enzimas con actividad proteasa del latex de diversas especies de plantas

Especie Proteasa Mm pH Temperatura Pl Referencia
(kDa) optimo  oOptima (°C)
Serina-proteasas
Euphorbia pulchérrima Euphorbaina P 74 7 NR 4.7 Lynny Clevette-Radford (1984)
Euphorbia tirucalli Euphorbainas T 74 NR NR 4ab5 Lynny Clevette-Radford (1985a,b)
Euphorbia milli Milina 51 8 60 7,2 Yadav et al. (2006)
Cryptolepis buchanani Cryptolepaina 50,5 8a10 65a75 6,0 Pande et al. (2006)
Ipomoea carnea Carneina 80,2 6,5 65 5,6 Patel et al. (2007)
Morus indica Indicaina 67,2 8,5 80 4,8 Sing et al. (2008)
Wrightia tinctoria Wrightina 57,9 7,5a10 70 6 Tomar et al. (2008)
Cisteina-proteasas
Ficus carica Ficaina A,B,C,.D 25 8 50 a55 8,3a10,2 Sugiuray Sazaki (1973)
Calotropis gigantea Calotropina DI 23,8 75a8 55 a 60 9,5 Sengupta et al. (1984)
Calotropina DI 24,2 75a8 55-60 9,6 Sengupta et al. (1984)
Ficus glabrata Ficaina NR 7 NR 9,3 Malthouse y Brocklehurst (1976)
Carica papaya Caricaina 23,3 7 NR 11,7 Azarcan et al. (2003)
Papaina 23,4 55a7 NR 8,8 Azarcan et al. (2003)
Quimopapaina 23,6 7 NR 10,5 Azarcan et al. (2003)
Ervatamia coronaria Ervatamina A 27,6 8a8,5 50-55 8,4 Nallamsetty et al. (2003)
Ervatamina B 26 6a6,5 50-55 9,4 Kundu et al. (2000)
Ervatamina C 23 75a8 50 9,5 Takhurta et al. (2004)
Funastrum clausum Funastraina |1 23,6 6all NR 9,3 Morcelle et al. (2004)
Calotropis procera Proceraina 28,8 7a9 55-60 9,3 Dubey y Jagannadham (2003)
Aspartil-proteasas
Ficus racemosa NR 445 45a6,5 60 NR Devaraj et al. (2008)
No clasificadas
Euphorbia amigdaloides NR 26 5 60 NR Demir et al. (2005)
Pedilanthus tithymaloides ~ Pedilanthina 63,1 8a95 65a 70 NR Bhowmick et al. (2008)

Mm= Masa molecular.

Pl= Punto isoeléctrico.

NR= No reportado



1. Calotropis procera.
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Otros extractos de la planta en solventes organicos, como etanol y acetona,
han presentado actividades insecticida (Mousry, 1997), larvicida (Markouk et al.,
2000), antibacteriana y antiparasitaria (Larhsini et al., 1999). Extractos foliares con
importantes contenidos de triterpenos, antocianinas y alcaloides provocaron efecto
positivo en el control del helminto gastrointestinal Haemonchus contortus en
pequefios rumiantes (Al-Qarawi et al., 2001).

Un extracto crudo del tallo preparado en acetona, conteniendo saponinas,
taninos, glicosidos cardiacos, alcaloides y flavonoides, presentdé mayor actividad
antimicoplasma en comparacion con el farmaco convencional tilosina, utilizado
comunmente en el tratamiento de la micoplasmosis en Nigeria, por lo que se ha
considerado una planta promisoria para ser utilizada como agente para combatir el
Mycoplasma spp, que afecta animales y humanos (Muraina et al., 2010).

El extracto cloroférmico del tallo de esta planta mostro significativa actividad
antiinflamatoria y protectora de la mucosa gastrica cuando se suministro a ratas
albinas, por via oral, en dosis de 200 y 400 mg/kg, respectivamente (Tour y Talele,
2011). Al igual que los extractos de diferentes partes de la planta, el latex de
Calotropis procera también presentd actividad antifungica (De Freitas et al., 2011),
antiinflamatoria (Kumar y Basu, 1994), anticoccidial (Mahmoud et al., 2001), anti-
diarreica (Kumar et al., 2001) y analgésica (Dewan et al., 2000). Alencar et al. (2004)
evaluaron el efecto antiinflamatorio de una fraccion de proteina no dializada
recuperada de latex libre de goma, utilizando tres modelos experimentales en ratones:
peritonitis, edema podal y cistitis hemorragica. La migracion de neutréfilos in vivo

inducida por 500 ug de carragenina fue severamente inhibida por las proteinas del
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latex, alcanzando una inhibicion méaxima de 80 % con una dosis de 100 mg/Kg. El
edema podal exacerbado por la carragenina fue casi completamente suprimido
después de 4 horas y controlado dentro de la primera hora siguiente a la
administracion de las proteinas del latex, asi mismo, previnieron el edema vesical
inducido por fosfoamida en los ratones.

Una fraccion proteica del latex de C. procera fue evaluada en un proceso
inflamatorio al inducir una infeccion experimental letal en un modelo murino causado
por Salmonella entérica. Ratones que recibieron 0,2 mL de proteinas laticiferas (30 o
60 mg/Kg) por ruta intraperitoneal, oral o subcutanea, 24 horas antes o despues de
suministrar, por igual via, una carga letal conteniendo Salmonella typhimurium, evitd
la muerte de los ratones durante los 28 dias de observacion, mientras que todos los
animales del grupo control sucumbieron a la infeccion en los primeros 6 dias después
de ser inoculados (Lima-Filho et al., 2010).

Antagdnicamente, el latex de esta planta puede provocar inflamacion de la
piel y las membranas mucosas. Al inyectar un extracto acuoso de latex seco en la
superficie podal de ratas se produjo una respuesta hiperalgésica que permit6 evaluar
el efecto antiinflamatorio de algunas drogas como el diclofenac, el rofecoxib y la
ciproheptadina (Sehgal y Kumar, 2005). La inyeccién subcutanea de una solucion
acuosa (0,1 mL al 1 %) de latex seco en la superficie podal de ratas produjo una
inflamacion significativa, con una respuesta maxima inflamatoria expresada una hora
después de la inyeccion, y un incremento en la permeabilidad vascular que alcanzo su

méaximo a los 15 min después de la aplicacién (Singh et al., 2000).
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Por otra parte, el efecto antioxidante y antihiperglicémico del latex seco de C.
procera contra la diabetes inducida por aloxano en ratas, fue evaluado al suministrar
dosis orales diarias de 100 y 400 mg/Kg. El latex provocé una disminucion,
dependiente de la dosis, en la glucosa sanguinea e incrementé el contenido de
glucogeno hepético. (Roy et al., 2005). EI latex seco también previno la pérdida de
peso corporal en ratas diabéticas e incrementd los niveles hepaticos de los
antioxidantes end6genos superdxido dismutasa, catalasa y glutatién. Su eficacia como
agente antioxidante y antidiabético es comparable a la del glibenclamide, utilizada
normalmente como farmaco antidiabético (Roy et al., 2005).

Extractos de proteinas laticiferas demostraron actividad depresiva en el
sistema nervioso central, promoviendo accion anticonvulsionante y sedante en
modelos de ratones a los cuales se les indujo convulsiones o somnolencia con
medicamentos controlados (Lima et al., 2012).

El latex de C. procera ha sido utilizado exitosamente para purificar la enzima
cruda amilasa a partir de fermentos cultivados de Aspergillus oryzae. ElI mecanismo
de accion del latex es semejante al del &cido poliacrilico, un polielectrolito sintético, e
inclusive podria sustituir el uso de métodos convencionales para purificar enzimas,
tales como la precipitacion con sulfato de amonio (Kareem et al., 2003). El latex con
una dilucién 102 permitié concentrar la amilasa en 4 veces con un 97 % de
recuperacion con respecto a la actividad inicial en el cultivo (Kareem et al., 2003).

En otro orden de ideas, experimentos de fermentacion han demostrado que C.
procera es un buen sustrato para la produccién de biogas, con productividades que

varian entre 2,9 y 3,6 litros de biogas/dia en biodigestores cargados con una
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suspension de hojas secas al 4 % (p/v) y un pH inicial de 7,5 (Traore, 1992). La
identificacion y el cultivo de plantas ricas en carbohidratos como fuentes renovables
de quimicos para uso como combustible ha generado interés desde finales de la
década de los setenta (Nielsen et al., 1977). Estudios recientes han caracterizado a C.
procera como una de las plantas tropicales con mayor contenido de carbono,
hidrégeno, nitrdgeno, a-celulosa, aceites, hidrocarburos, polifenoles y proteina cruda,
sugiriendo que, si se cultiva como fuente de energia, podria también ser usada en la
manufactura de papel y otros subproductos después de la extraccion de sus
hidrocarburos (Kalita y Saikia, 2004). Asi mismo, plantas cultivadas en suelos
contaminados con metales provenientes de la industria del vidrio en el Norte de la
India, mostraron potencial para ser utilizadas en tecnologias de fitoremediacion
(Varun et al., 2012) y resultaron efectivas para remover metales pesados, como Pb y
Cd, de tierras contaminadas acopladas con estrés ambiental (D’Souza et al., 2010).
Caracteristicas de Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit.

Pedilanthus tithymaloides (Familia Euphorbiaceae) es una planta oriunda de
la América tropical, cultivada como ornamental en muchas regiones (figura 2). En
Venezuela se encuentra en estado natural en las regiones xerofiticas del norte del
pais. Un tamizaje fitoquimico del latex de P. tithymaloides detecto la presencia de
triterpenos, esteroides, carotenos, azlcares reductores, aminas, fenoles, taninos y
flavonoides (Sanchez et al., 2005). También se han aislado terpenoides y alcoholes de
cadena larga con actividad biolégica (Mohamed et al., 1996). El extracto etandlico

de las hojas presentd actividad antimicrobiana semejante a la tetraciclina sobre
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Figura 2. Pedilanthus tithymaloides.
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Pseudomonas aeruginosa (Vidotti et al., 2006), actividad antiinflamatoria sobre un
modelo de edema podal en ratas y capacidad antioxidante contra especies de oxigeno
y nitrégeno reactivas, especialmente para HO', O,, HOCI, ONOO" y 'NO.

Abreu et al. (2006) han sefialado que esta planta tiene usos tradicionales como
emético, antiinflamatorio, antibiotico, antiséptico, antihemorragico, antiviral, abortivo
y como agente antitumoral, aunque no se han realizado suficientes estudios que
confirmen estas propiedades atribuidas empiricamente.

Un extracto etandlico de las hojas de esta planta, conteniendo flavonoides,
fenoles y esteroides, demostro actividad biologica contra huevos, larvas y pupas de
Culex quinquefasciatus, provocando alta mortalidad en cada estado de vida del
insecto, un vector de un nematodo altamente infeccioso, en Asia tropical
(Kamalakannan et al., 2010).

Aunque limitados, hay algunos reportes sobre componentes proteicos del latex
de P. tithymaloides. Se ha encontrado una lectina especifica para galactosa con
actividad mitogénica en linfocitos de bazo murino (Seshagirirao, 1995). Esta lectina
se ha utilizado en estudios del patron de hemaglutinacién en pacientes con diabetes
mellitus (Nagda y Deshmukh, 1998) y tuberculosis (Ankush et al., 2003).

A partir de Pedilanthus sp se ha reportado el aislamiento de una proteina,
llamada pedilstatina, con accion inhibidora de crecimiento de la linea celular de
leucemia linfocitica P388 (Pettit et al., 2002). Asi mismo, se ha reportado una
proteasa del latex, designada como “pedilantaina”, con actividad antiinflamatoria oral
(Dutta y Dhar, 1984; Dhar et al., 1988) y, mas recientemente, se ha logrado la

purificacion y caracterizacion de una proteasa que ha sido denominada pedilanthina,
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con una masa molecular aproximada de 63,1 kDa, capacidad para hidrolizar caseina,
azocaseina y azoalbumina, con poca actividad hacia sustratos sintéticos y alta
estabilidad hacia cambios de pH, temperatura, solventes organicos y agentes
desnaturalizantes (Bhowmick et al., 2008). P. tithymaloides ha sido evaluada como
una potencial fuente renovable de hidrocarburos. Extractos obtenidos con solventes
como éter de petroleo, benceno vy etil acetato, a partir de hojas y tallos completos,
contenian una mezcla de hidrocarburos con caracteristicas comparables a las de los
combustibles fosiles y otras fuentes de energia convencionales (De et al., 1997).
Aplicaciones biotecnoldgicas del latex de plantas

Las enzimas proteasas aisladas del latex de diversas especies de plantas
representan uno de los tres mas importantes grupos de enzimas de uso industrial,
constituyendo aproximadamente el 60% del total de enzimas comercializadas en el
mundo (Morcelle et al., 2004). El uso de proteasas en el desarrollo de tecnologias
ambientalistas incluye el tratamiento de pieles y procesos de bioremediacion (Uhlig,
1998) y su aplicacion en la incorporacion a detergentes domésticos (Sangeetha y
Abraham, 2006). Recientemente se ha identificado, en la region de la Patagonia, una
planta de la familia Apocynaceae cuyo latex contiene proteasas alcalinas, que estan
siendo actualmente aisladas, purificadas y caracterizadas, a los fines de lograr la
superexpresion de estas proteasas vegetales en microorganismos y obtener una
produccién a gran escala bajo condiciones controladas, que tendran promisorias
aplicaciones industriales (Sequeiros, 2006). La mayoria de las proteasas que han sido
aisladas y caracterizadas en diversas especies de plantas laticiferas tienen estabilidad

a altas temperaturas, condiciones variables de pH, presencia de agentes caotrdpicos y
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solventes organicos, lo que les confiere potencial utilidad y aplicabilidad en las
industrias (Yadav et al., 2006); adicionalmente, presentan la cualidad de no ser
propensas a autolisis, aln a bajas concentraciones (Patel et al., 2007; Bhowmick et
al., 2008; Dubey y Jagannadham, 2003; Tomar et al., 2008). Otras enzimas presentes
en latices de plantas, con alto potencial biotecnoldgico, son las quitinasas, enzimas
capaces de hidrolizar la quitina, el segundo biopolimero natural mas abundante,
después de la celulosa, formado por cadenas lineales de B-1,4-homopolimero de
residuos de N-acetilglucosamina (Haki y Rakshit, 2003). La quitina forma el
exoesqueleto de los artropodos y representa uno de los mayores productos de
desechos en la industria camaronera, con un estimado de 2,5 millones ton/afio en
algunos paises, por lo que el uso de enzimas quitinasas en tecnologias ambientalistas
se hace cada vez mas promisorio (Haki y Rakshit, 2003). Los latices de Calotropis
procera y Carica candamarcensis contienen enzimas con alta actividad quitinasa,
como parte de una estrategia de defensa de la planta contra hongos e insectos
predadores (Freitas et al., 2007; Souza et al., 2011), que podria ser de utilidad como
parte de las biotecnologias ambientalistas para clarificar aguas servidas y en la
degradacion de los desechos de la industria camaronera. Asi mismo, las quitinasas
termoestables tienen utilidad en la industria de alimentos, cosméticos, farmacéutica y
agroquimica (Haki y Rakshit, 2003).

El extracto acuoso del latex de Euphorbia tirucalli ha probado ser eficaz
como molusquicida, en el control del caracol Lymnaea acuminata, que actia como
vector de la Fasciola hepética y Fasciola gigantica, con valores de la concentracién

letal que provoca la muerte del 50 % de los individuos (LCso) de 0,92 mg/L y 0,51
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mg/L en 24 y 96 horas respectivamente, sin causar mortalidad, ain en presencia de
una LCg, en el pez Channa punctatus que comparte el mismo hébitat del caracol
(Tiwari y Singh, 2005). Dosis sub-letales del extracto acuoso provocaron alteraciones
significativas en las concentraciones de glicogeno, piruvato, lactato, proteina total y
aminoacidos libres, asi como en la actividad de las enzimas deshidrogenasa lactica,
deshidrogenasa succinica, citocromo oxidasa, aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa de L. acuminata ( Tiwari y Singh, 2005).

Algunos latices de plantas pueden presentar propiedades insecticidas.
Fracciones de terpenos, obtenidas del latex de Glossocarya calcicola, presentaron
efectos citotoxicos contra insectos, con valores de concentracion inhibitoria del 50 %
del crecimiento celular (ICsp) de 2,1 a 3,1 pg/mL sobre Drosophyla melanogaster
(Rasikari et al., 2005).

El latex de Hevea brasiliensis ha tenido una gran variedad de aplicaciones
biotecnoldgicas, principalmente derivadas de su contenido de poliisoprenoides
(goma), cuya produccion mundial alcanzé 10.280.888 toneladas en el 2009 (FAO,
2011) y 10.399.000 toneladas en 2010 segun estadisticas mas recientes del
International Rubber Study Group (IRSG, 2012), y son destinadas a la fabricacion de
materiales como el caucho, pelotas, guantes quirdrgicos, mascarillas, sondas,
drenajes, catéteres, torniquetes, jeringas, cintas adhesivas, estetoscopios, protesis
dentales, gomas de borrar, balones, tetinas, botas de goma, plantillas para zapatos, y
otros, en wuna lista que redne mas de 40.000 productos (www.

elergonomista.com/iberlatexpueden.html).
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Propiedades antitumorales o citotoxicas del latex de plantas

Numerosas investigaciones se realizan en el mundo en la basqueda de nuevas
sustancias que contribuyan a combatir la alteracion de la proliferacion vy
diferenciacion celular (neoplasia). El estudio de los componentes de plantas para
estos fines constituye un amplio campo de investigacion que se ha basado en los usos
tradicionales, desde tiempos remotos, principalmente en paises de Asia, y que
actualmente se estudian en diferentes paises del mundo. Muchos extractos de plantas,
particularmente aquellos que contienen compuestos fendlicos, tienen actividad
antioxidante significativa y son capaces de reducir los efectos toxicos de los radicales
libres y la aparicion de patologias asociadas, como la carcinogénesis (Middleton et
al., 2000). El latex de Croton lechleri, caracteristicamente de color rojo, presenté una
actividad significativa contra los dafios oxidativos inducidos por la apomorfina en
Saccharomyces cerevisiae y fue capaz de proteger células de plantulas de maiz del
efecto citotoxico de la apomorfina (Lopes et al., 2004). También presentd efectos
antiproliferativos in vitro en lineas celulares leucémicas K 562, con un ICsp de 2,5 +
0,3 ng/mL (Rossi et al., 2003). Al evaluar el efecto citotdxico del extracto etandlico
al 70 % (v/v) de material seco proveniente de 14 especies de plantas colectadas en la
India y Nepal, sobre células tumorales COLO 320, se encontr6é que el extracto de las
flores de C. procera y del fruto de Semecarpus anacardium produjeron el efecto mas
marcado, con valores de ICso de 1,4 y 1,6 ug/mL, respectivamente (Smith et al.,
1995). La evaluacién de la propiedad anticancer del latex seco de C. procera en un

modelo de raton transgénico X15-myc de carcinoma hepatocelular arrojé como
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resultado una proteccion total contra la hepatocarcinegénesis sin efectos adversos en
los animales que recibieron dosis de 400 mg/Kg de suspensiones acuosas orales de
latex por 5 dias/semana durante 15 semanas (Choedon et al., 2006).

Diversas lineas celulares tratadas por 72 horas con diferentes concentraciones
de proteinas laticiferas obtenidas a partir del latex de C. procera produjeron supresion
significativa de su crecimiento, de una manera dependiente de la dosis, sin afectar el
crecimiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenidas de
individuos saludables utilizadas como control (Soares et al., 2007). Concentraciones
de 0,25; 0,5 y 1 pg de proteina/mL provocaron una reduccion significativa de la
viabilidad celular e inhibicion de la sintesis de ADN (p < 0,05) en células HL-60
(leucemia promielocitica); sin embargo, no causaron un incremento significativo en el
namero de células necréticas a ninguna de las concentraciones probadas (Soares et
al., 2007). Asi mismo, el latex de la fruta de Ficus carica exhibid una potente
actividad citotdxica, dependiente de la dosis y el tiempo, en algunas lineas de células
humanas cancerigenas (glioblastoma y carcinoma hepatocelular), con poco efectos en
células hepéticas normales, a través de un mecanismo que podria estar asociado a la
inhibicion en la sintesis de ADN, la induccion a la apoptosis y el arresto del ciclo
celular de las células cancerigenas (Wang et al., 2008).

En el cuadro 2 se presenta un resumen de los valores de ICsy de diversas

fracciones laticiferas de plantas sobre diferentes lineas celulares de cancer.
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Cuadro 2. Actividad citotdxica in vitro de latex integral o fracciones de latex de diversas especies de plantas sobre lineas

celulares cancerigenas humanas

Especie Fraccion Linea celular ICso Referencia
evaluada (ug/mL)
Calotropis procera Latex integral Colo 20 (colon) 1,4 Smith et al. (1995)
Croton lechleri Latex integral K 562 (leucemia) 2,5 Rossi et al. (2003)
Glossocarya calcicola  Diterpeno 1 Hep-G2 (adenocarcinoma hepatico) 9,0 Rasikari et al. (2005)
Diterpeno 2 Hep-G2 (adenocarcinoma hepatico) 16,2
Diterpeno 3 Hep-G2 (adenocarcinoma hepatico) 8,3
Calotropis procera Proteinas HL-60 (leucemia) 0,86 Soares et al. (2007)
HCT-8 (colon) 1,12
SF-295 (cerebro) 0,42
MDA-MD-435 (seno) 1,36
Jatropha integérrima  Ciclopéptido 1 KB (carcinoma nasofaringeo) 0,46 Welé et al. (2007)
Ciclopeéptido 2 KB (carcinoma nasofaringeo) 0,66
Ficus carica Latex integral U 251 (Glioma) 0,8 Wang et al. (2008)
SMMC-7721 (carcinoma hepatocelular) 0,25

ICs0= Concentracién de la sustancia evaluada a la cual se produce la inhibicion del 50 % del crecimiento celular.
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Propiedades antitumorales o citotoxicas de los terpenos de plantas

Los terpenos son metabolitos derivados del isopentenil pirofosfato vy
constituyen el grupo mas numeroso de fitoquimicos. Los hidrocarburos terpénicos se
clasifican de acuerdo al nimero de unidades isoprenoides que contienen. Una unidad
terpénica esta formada por dos subunidades isopreno, de forma que los
monoterpenos, diterpenos, triterpenos y tertraterperpenos contienen 2, 4, 6 y 8
unidades de isopreno, respectivamente (Gonzalez, 1991). Un esquema simplificado
de clasificacion se presenta en la figura 3. Se ha estimado que existen mas de 20.000
triterpenoides en la naturaleza, presentes en numerosas especies de plantas, en las
cuales se sintetizan por ciclizacion del escualeno, un hidrocarbono triterpeno
precursor de todos los esteroides. Se ha reportado que al menos 6 diferentes tipos de
diterpenos aislados a partir de Taiwania cryptomerioides poseen una potente
actividad citotoxica contra células cancerigenas KB de carcinoma epidermoide
(Chang et al., 2005). Asimismo, fracciones de terpenos obtenidas del latex de
Glossocarya calcicola provocaron una inhibicién significativa del crecimiento de las
lineas celulares de mamiferos A2780, HepG2, HS27, PC3 y MCF7 (Rasikari et al.,
2005) con efecto citotoxico contra lineas celulares de carcinoma humano (HepG2)
con valores de I1Csp de 8,3 a 16,2 ug/mL sobre cultivos in vitro de HepG2 (Rasikari et
al., 2005). Resultados semejantes fueron obtenidos al evaluar el efecto de diversas
concentraciones de un extracto metanolico del latex sobre la citotoxicidad de las
lineas celulares de hepatoma (Huh7) y no hepatoma (COS-1). El extracto indujo la
muerte celular en ambas lineas celulares en una forma dosis dependiente (Choedon et

al., 2006).
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Atomos
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Figura 3. Clasificacion de los terpenos de acuerdo al nimero de unidades isopreno en

su estructura. (Azcon-Bieto y Talon, 1993; Marcano y Hasegawa, 2002).
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No obstante, algunos ésteres de diterpenos, del tipo forbol e ingenol, aislados
a partir de latex y extractos foliares de Euphorbia leuconera, son agentes promotores
de tumores muy activos (Vogg et al., 1999).

Diversos triterpenos han sido utilizados para propositos medicinales en varios
paises de Asia, en donde se les atribuye efectos antiinflamatorio, analgésico,
antipirético, hepatoprotectivo, cardiotonico y sedante. Recientes estudios no solo han
confirmado algunas de estas propiedades farmacol6gicas, sino también han
identificado una variedad de actividades bioldgicas adicionales como antioxidante,
antimicrobiana, antiviral, antialérgico, antipruritico, antiangiogénico y espasmolitica.
Un numero cada vez mayor de triterpenos que han sido reportados, exhiben
citotoxicidad contra diversas células cancerigenas sin mostrar toxicidad en células
normales (Bishayee et al., 2011).

A partir de rizomas secos de Ardisia gigantifolia, una planta usada
tradicionalmente como medicinal en China, para el tratamiento del reumatismo,
dolores musculares y dafios traumaticos, se han aislado al menos 32 saponinas
triterpénicas en los ultimos 20 afios (Mu et al., 2010) y, recientemente, estos autores
lograron aislar e identificar 4 nuevas saponinas triterpenoidales a partir del extracto
etanolico del rizoma seco de la planta, los cuales fueron evaluados en sus propiedades
citotoxicas contra células de carcinoma cervical humano Hela, células de tumor de
vejiga humana EJ y células de carcinoma géastrico humano BCG-823. De estos
triterpenoides, dos presentaron efectos citotoxicos moderados sobre las células Hela

con valores de 1Cso de 14,1 y 54,7 mM, mientras que los otros dos fueron inactivos.
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Todos los compuestos presentaron actividad sobre las células EJ y solo uno present6
actividad citotoxica sobre las células BCG-823 (Mu et al., 2010).

El extracto etandlico de las raices de la planta medicinal Egipcia Bryonia
cretica exhibié un fuerte efecto inhibitorio sobre la proliferacion de células de
leucemia humana U937. A partir de este extracto se aislaron e identificaron 2 nuevos
triterpenos glucésidos y 16 triterpenos glicésidos ya conocidos, de los cuales 8 fueron
evaluados en sus efectos citotdxicos sobre células U937 de leucemia humana,
encontrandose efectos variables para cada compuesto, con valores de 1Csg entre 0,22
UMy 9,4 uM (Matsuda et al., 2010).

Al evaluar la citotoxicidad in vitro de 3 nuevos triterpenoides y 7 compuestos
ya conocidos aislados a partir de la fraccion etilacetato del tallo de Camellia
japonica, sobre células de cancer A549, LLC, HL-60 y MCF-7, utilizando el método
MTT, se encontraron valores de I1Csp entre 21,7 y 65,4 mM (Thao et al., 2010). Lo
antes expuesto indica que las fracciones contentivas de terpenos provenientes de
diversas partes y del latex de plantas constituyen sustancias con potencial uso

farmacolégico para ser utilizados como agentes quimioterapeuticos.
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IV. MATERIALES Y METODOS
Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Instituto de

Investigaciones Biomédicas BIOMED de la Universidad de Carabobo-Nucleo
Aragua, en el Laboratorio de Bioquimica de Proteinas y Acidos Nucleicos. Los
cultivos celulares y las pruebas de citotoxicidad se realizaron en el Laboratorio de
Bioquimica Farmacoldgica de esta Institucion. La extraccion e identificacion de las
fracciones terpenoides se realizaron en el Centro de Bioquimica Nutricional de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Central de Venezuela (UCV).
Material vegetal

Las muestras de latex fueron colectadas de una planta silvestre de Calotropis
procera creciendo en el Campo Experimental de la Facultad de Agronomia, UCV,
Maracay, Estado Aragua, y a partir de una planta de Pedilanthus tithymaloides
cultivada en un jardin particular en la zona del Limdn, Municipio Mario Bricefio
Iragorry, al norte del Estado Aragua. La correcta identificacion botanica de ambas
especies fue realizada por la Dra. Thirza Ruiz, del Instituto de Botanica de la Facultad
de Agronomia de la UCV. EI latex de ambas especies fue colectado en viales
de microcentrifuga realizando escisiones en el tallo y transportado de inmediato a
4°C para obtener el extracto crudo. Para obtener la fraccion metandlica con terpenos,
el latex fue colectado y transportado al laboratorio a temperatura ambiente.
Preparacion del extracto crudo de latex

El latex colectado fue diluido en 16 pL/mg con soluciones amortiguadoras de
diferentes valores de pH con igual fuerza iénica (I=30 mM), agitado en vortex

durante 1 min y centrifugado a 16.000 x G por 15 min en una microcentrifuga
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Eppendorf 5415C para descartar materiales insolubles. En el cuadro 3 se presentan
las caracteristicas de las soluciones utilizadas en las extracciones.

El sobrenadante se denominod “extracto crudo de latex” (ECL) y fue
almacenado en alicuotas a -20° C, hasta su uso, en no mas de 15 dias, para purificar
las proteinas solubles y para los estudios de citotoxicidad.

Contenido de proteina

Se determind el contenido de proteinas por el método de Lowry et al. (1951),
utilizando ASB como patron. A las fracciones de las cromatografias se les midio la
DO a 260 y 280 nm, utilizando un espectrofotometro Beckman DU 650, para estimar
el contenido de proteinas a través de la siguiente ecuacion:

[Proteina] (mg/mL) = [1,5 (Azs0) — 0,76 (Azs0)] (Sambrook y Russell, 2001).

Aislamiento y purificacion de proteasas a partir del extracto crudo de latex de
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides en condiciones de pH y temperatura

Optimas que conserven su actividad proteolitica.

Cromatografia liquida de intercambio i6nico

El ECL, diluido en acetato de sodio 50 mM pH 5,0, se hizo pasar por
columnas cromatograficas de carboximetil celulosa (CM-celulosa 52) (Whatman®),
de 11 cm de longitud y 1,5 cm de didmetro, previamente estabilizadas con tampdn
acetato de sodio 50 mM pH 5, con un flujo de 0,8 mL/min aplicado por una bomba
peristaltica BIO-RAD-Econo pump, y las proteinas fueron eluidas con un gradiente

lineal de NaCl hasta 1 M.
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Cuadro 3. Soluciones amortiguadoras utilizadas en la preparacion de los extractos

crudos de latex

Amortiguador Concentracion (mM) pH
Acetato de sodio 206 4,0
Acetato de sodio 86 4,5
Acetato de sodio 50 50
Acetato de sodio 36 55
Fosfato de sodio 27 55
Fosfato de sodio 24 6,0
Fosfato de sodio 18 6,5
Tris-HCI 32 7,0
Tris-HCI 38 7,5
Tris-HCI 54 8,0
Tris-HCI 100 8,5
Tris-HCI 270 9,0

Los célculos para la preparacion de las diferentes soluciones, todas con igual fuerza

ionica y diferentes valores de pH, se presentan en el Anexo 1.
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Se aplicaron muestras de 6 a 7 mg de proteina y se colectaron fracciones de
1,6 mL, utilizando un colector de fracciones LKB Multirac 2111. Se utilizd un
tampon de corrida de acetato de sodio 50 mM a pH 5,0 y se desarrollé un gradiente
lineal por mezcla programada con el mismo tampén conteniendo NaCl 1 M.

En las muestras de ECL de C. procera, el gradiente se inici6 a los 6 min,
alcanzando 0,22 M al min 7, llegando a 0,6 M de NaCl a los 95 min y luego
incrementando rapidamente a 1 M de NaCl a los 100 min, para liberar polipéptidos
fuertemente unidos a la matriz. En la separacion del ECL de P.tithymaloides, el
gradiente se inicié a los 7 min, alcanzando 0,5 M de NaCl a los 120 min y 1 M de
NaCl a los 130 min. A las fracciones colectadas se midio la DO a 260 y 280 nm para
estimar el contenido de proteinas. En los cromatogramas se utilizé la DO a 280 nm
como un indicativo de la presencia de proteinas en las fracciones.

En alicuotas de cada fraccion, se determiné la actividad proteasa y

ribonucleasa sobre caseina y ARNt™®

, respectivamente. Las fracciones purificadas e
identificadas fueron almacenadas a -20° C hasta su uso.
Determinacion de la actividad ribonucleasa

Como consecuencia de las similitudes entre algunas enzimas proteasas y
ribonucleasas (RNasas), de acuerdo a evidencias previas (Nawrot et al., 2008;
Dohnalek et al., 2010; Rueda, 2011), se descarté contaminacion con enzimas RNasas
en las fracciones colectadas durante los procedimientos de separacién cromatogréfica,
determinando la actividad, utilizando una técnica desarrollada por Rueda (2011),

basada en la descrita por Arends y Schon (1997), como se decribe a continuacion.

Brevemente, la mezcla de reaccion contenia HEPES 30 mM pH 7,5, acetato de
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potasio 100 mM vy acetato de magnesio 3 mM, con 0,01 pg/pL del ARNt™

utilizado como sustrato, en un volumen final de 10 pL. La reaccion se inicio al
agregar 4 pL de la fraccion cromatografica y fue incubada a 37° C durante 60 min,
luego de lo cual se transfirio 5 UL de la mezcla de reaccion a viales conteniendo 20
uL de tampon desnaturalizante para muestras de ARN, compuesto por Tris-HCI 10
mM pH 7,5, EDTA 1 mM, Urea 8 M, Xylene Cyanol 0,05 % y Azul de bromofenol
0,05 % y sumergidos de inmediato en nitrégeno liquido. Se realizaron controles en
los cuales la fraccion cromatogréfica fue afiadida luego de detener la reaccion. Las
muestras fueron tratadas a 70° C durante 3 min, aplicadas a un gel plano de
poliacrilamida-urea (cuadro 4), previamente pre-calentado durante 20 min a 300 V' y
sometidas a electroforesis a 300 V constantes utilizando una fuente de poder BIO-
RAD Power Pac 1000. Los controles aplicados al gel contenian 50 ng de ARN sin
hidrolizar.

Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata (An et al., 2009) sumergiendo el
gel durante 5 min en una solucién fijadora de etanol 5 %, &cido nitrico 1 % Y nitrato
de plata 0,1 %; lavado con agua destilada y reveladas las bandas con una solucion de
carbonato de sodio 0,65 %, hidréxido de sodio 1,3 % y formaldehido 0,4 %. La
tincion fue detenida con una solucion de etanol 5 % Yy acido nitrico 1 %.

La cuantificacion del sustrato hidrolizado se realizo utilizando técnicas
densitométricas con el programa Multianalyst en un equipo Gel Doc 1000 BIO-RAD.

La actividad se expres6 como porcentaje de degradacion del sustrato.
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Cuadro 4. Composicion de los geles de poliacrilamida-urea para electroforesis

de ARN utilizados en la determinacion de la actividad ribonucleasa.

Componente Cantidad/gel ~ Concentracion final

Acrilamida-bisacrilamida 40%
(38 % acrilamida y 5mL 10 %
2 % N,N’metilenbisacrilamida)

Tris 450 mM Tris 90 mM
TBE 5X: Acido Bdrico 450 mM 4 mL Acido Borico 90 mM
EDTA 10 Mm EDTA 2mM
Urea 9¢ 8M

SDS al 10% 200 pL 0,1%

Persulfato de amonio (100 mg/mL) 50 uL 0,25 mg/mL
Temed 25 uL 0,125 %
Agua bidestilada 1752 uL
Volumen final 20 mL
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Determinacion de la actividad proteasa

Se determind la actividad proteasa sobre diversos sustratos no especificos,
todos preparados al 1,25 % en el amortiguador correspondiente, previamente
mencionados en el cuadro 3. La caseina fue preparada en tampon fosfato de sodio 100
mM pH 7,5, debido a su poca solubilidad en otras condiciones de pH.

Se utilizd la técnica descrita por Leighton et al. (1973). Cuando el sustrato
utilizado fue azocaseina, a 480 ul del sustrato previamente incubado a la temperatura
seleccionada durante 10 min, se agregd una cantidad determinada de proteina en un
volumen de 120 uL ajustado con tampon, dejandose reaccionar durante 0, 2, 5, 10 0
20 min, luego de lo cual la reaccion se detuvo con la adicion de 600 uL de ATC al 10
% (p/v). El contenido del tubo se centrifugd a 16.000 x G durante 10 min en una
microcentrifuga Eppendorf 5415C. Del sobrenadante se tomaron 800 uL y se
agregaron 200 uL. de NaOH 1,8 N, leyéndose la DO a 420 nm, longitud de onda a
la cual ocurre la méaxima absorbancia del sustrato hidrolizado, en un
espectrofotometro Beckman DU 650.

La actividad se expres6 como unidades de actividad proteolitica/min/mg de
proteina. Una unidad de actividad proteolitica (UAP) fue definida como la cantidad
de enzima que provoco el aumento de 0,01 unidades de absorbancia a 420 nm
(Freitas et al., 2007), en las condiciones del ensayo.

Cuando se evaluaron los sustratos caseina, ovoalbumina y ASB, las
proporciones en la mezcla de reaccion fueron iguales a las utilizadas con la

azocaseina. Luego de la incubacion, a la temperatura seleccionada, durante 0, 2, 5, 10
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0 20 min, la reaccidn se detuvo al afiadir 600 uL de ATC al 10 % (p/v), la mezcla fue
centrifugada a 16.000 x G durante 10 min y la DO a 280 nm, longitud de onda a la
cual ocurre la maxima absorbancia de los aminoacidos cisteina, tirosina y triptofano,
productos de la hidrdlisis del sustrato, fue leida en el sobrenadante. La actividad se
expres6 como UAP/min/mg de proteina. Una UAP fue definida como la cantidad de
enzima que provocé el aumento de 0,01 unidades de absorbancia a 280 nm en las
condiciones del ensayo.
Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad proteasa

Se determino la actividad proteasa en diferentes condiciones de pH utilizando
ovoalbumina o azocaseina al 1,25 % como sustrato. Para mantener el pH establecido,
tanto el ECL como el sustrato fueron preparados en cada uno de los amortiguadores
correspondientes, presentados en el cuadro 3. Se determind la cinética enzimatica
tomando muestras a los tiempos de incubacion indicados (0-0,5-1-1,5-2-2,5-3-5 y 10
min). La reaccion se inicio al agregar un volumen de ECL equivalente a 50 pg de
proteina (C. procera) u 800 ug de proteina (P. tithymaloides). Los resultados de
cada medicion fueron graficados respecto al tiempo para determinar la velocidad
inicial de proteodlisis correspondiente a cada valor de pH prefijado. La pendiente de la
seccion de aumento lineal de absorbancia a 280 nm o 420 nm (tipicamente los
primeros 3 min) fue tomada como velocidad inicial de protedlisis en cada condicion
de pH, transformada a UAP/min y utilizada para elaborar la curva de actividad contra

pH.
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El efecto de la temperatura se determind en una mezcla de reaccion en la
condicion de pH en la cual se obtuvo la mejor actividad, para lo cual tanto el ECL
como el sustrato fueron preparados en el amortiguador correspondiente, con
preincubacion del sustrato, durante 10 min, a las temperaturas en estudio (10-20-25-
30-35-40-45-50-60-70-80 y 90° C). Se determind la cinética enzimatica tomando
muestras a los tiempos de incubacion indicados (0-0,5-1-1,5-2-2,5-3-5 y 10 min). La
reaccion se inicio al agregar un volumen de ECL equivalente a 50 pg de proteina (C.
procera) u 800 ug de proteina (P. tithymaloides). Se elaboraron graficas para cada
valor de temperatura evaluada. Al igual que en el caso anterior, la pendiente de la
seccion de aumento lineal de absorbancia/min fue tomada como velocidad de
proteolisis en cada caso, transformada a UAP/min y utilizada para realizar la curva de
actividad contra temperatura.

Caracterizacion de las enzimas proteasas por su masa molecular y presencia de
glicanos.
Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras fueron mezcladas en una proporcion 1:1 v/v con un tampdn
desnaturalizante para proteinas, conteniendo Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; 10 % de
glicerol, 5 % de p-mercaptoetanol, 2,3 % de SDS y 0,001 % de azul de bromofenol,
para un volumen final de 25 pL y desnaturalizadas a 97° C durante 4 min. Se
utilizaron geles al 10 o al 15 % de poliacrilamida en presencia de SDS, de acuerdo a

Laemmli (1970) (cuadro 5).
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Cuadro 5. Composicién de los geles de poliacrilamida para electroforesis de proteinas

(SDS-PAGE).
Componente Cantidad/gel Concentracion final
(uL)
Gel inferior (de separacion)

Acrilamida-bisacrilamida 30%
(29 % acrilamida y 4995 O 7500 10 6 15%
1 % N,N’metilenbisacrilamida)
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 3750 375 mM
SDS al 10% 150 0,1 %
Persulfato de amonio (100 mg/mL) 150 1 mg/mL
Temed 15 0,1%
Agua bidestilada 5940 0 3435

Volumen final del gel inferior 15000

Gel Superior (de empaquetamiento)

Acrilamida-bisacrilamida 30%
(29 % acrilamida y 830 5%
1 % N,N’metilenbisacrilamida)
Tris-HCI1 M pH 6,8 630 125 mM
SDS al 10% 50 0,1 %
Persulfato de amonio (100 mg/mL) 50 1 mg/mL
Temed 5 0,1%
Agua bidestilada 3435

Volumen final del gel superior 5000




Se aplicd un volumen de muestra contentivo de 10 a 20 pg de proteina
dependiendo de la pureza de la muestra. Las electroforesis se efectuaron a corriente
constante, utilizando una fuente de poder BIO-RAD Power Pac 1000, (20 mA
durante el empacamiento en el gel de concentracion y en el gel de corrida). El
tampon de migracion contenia Tris 25 mM pH 8,3; glicina 250 mM y 0,1 % de SDS.
Después de finalizada la SDS-PAGE los geles fueron sumergidos en una solucién con
0,25 % de azul de Coomassie R250, 50 % de metanol y 5 % de &cido acético durante
toda la noche con agitacion suave. Posteriormente se realizaron dos lavados del gel
con solucion decolorante (10 % de etanol y 7 % de &cido acético), luego de lo cual se
dejo en solucion decolorante a 40° C, con agitacion moderada, durante 30 min o hasta
que se observaron con nitidez las diferentes bandas y se aclaré el fondo.

Cuando las cantidades de proteinas dispuestas en el gel de SDS-PAGE fueron
menores a 10 ug, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata de acuerdo a la
metodologia de Wray et al. (1981) con algunas modificaciones. Brevemente, los
geles fueron fijados durante 20 min en ATC al 10 %, sumergidos en una solucién
conteniendo 10 % de etanol y 7 % de acido acético durante 10 min, lavados con
dicromato de potasio 0,1 % y acido nitrico 0,01 % durante 20 min e incubados
durante 30 min en una solucion de nitrato de plata 0,1 % protegido de la luz. Las
bandas fueron reveladas con una solucion de carbonato de sodio al 3 % y
formaldehido 0,5 mL/L realizando cambios continuos hasta la aparicion de las

bandas. La reaccién se detuvo con acido acético al 5 %.
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Determinacion de la masa molecular

Alicuotas de ECL vy fracciones cromatogréficas fueron aplicadas sobre geles
de poliacrilamida al 15% conjuntamente con marcadores de masa molecular de
proteinas (Promega V8491). Adicionalmente, se aplico al gel dos proteinas de masa
molecular conocida, ASB (Sigma®) (66 kDa) y Con A (Amersham®) (26 kDa).
Luego de realizar la SDS-PAGE, los geles fueron tefiidos con azul de Comassie y se
estimé la masa molecular de las proteinas a través de la relacion entre la distancia de
migracién (movilidad relativa) de las proteinas y las proteinas de masa molecular
conocida, para lo cual se realizd una gréafica representando el Logaritmo (Log) de la
masa molecular en funcion de la distancia de migracion y se utilizd la ecuacion de
regresion lineal para realizar las estimaciones (Weber y Osborn, 1969).
Prueba de glicosilacion

Para identificar la presencia de proteinas glicosiladas en los ECL y en las
fracciones purificadas por cromatografia de intercambio idnico se realiz6 una prueba
de glicosilacién utilizando el kit de deteccion de glicoproteinas Glycopro Sigma® de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, aplicado sobre un gel de SDS-PAGE al
15 %. La prueba proporciona un sistema de deteccion de azucares de glicoproteinas
basado en el sistema de Acido periédico-Schiff (PAS) y produce bandas de color
rosado, con un limite de deteccion en un rango entre 25 y 100 ng de carbohidratos,
dependiendo de la naturaleza y el grado de glicosilacion de la proteina. Se utilizd

como control positivo la proteina glicosilada peroxidasa de rabano picante
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(Armoracia rusticana), que contiene 16 % de carbohidratos, suministrada por el

fabricante.
Preparacién de una fraccién enriquecida en terpenos a partir de los latices de
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides.
Preparacion del extracto metanolico de latex

El latex colectado para extraer la fraccién con terpenos fue colocado en
capsulas de porcelana, secado en una estufa Memmert a 37° C durante 24 horas y
extraido con metanol, en una proporcion 1:4 pl/v, a temperatura ambiente, con
agitacion en vortex durante 15 min. El extracto fue filtrado en papel Whatman N° 1,
distribuido en viales a razon de 1 mL/vial y colocados en la estufa a 37° C con la
finalidad de evaporar la totalidad del metanol, hasta obtener un residuo gomoso
contentivo de terpenos y trazas de otros compuestos de naturaleza hidrofébica, de
acuerdo a Ravikant et al. (2002). Se determino la cantidad de extracto metanolico por
doble pesaje de los viales, vacios y después de la evaporacion del metanol y se
expresO en % p/v. Los viales que contenian el extracto metandlico de latex (EML)
fueron almacenados a -20° C hasta su uso. Para las pruebas de identificacion de
fraccion terpenoide fueron resuspendidos en 1 mL de cloroformo: metanol (2:1). Para
los estudios de citotoxicidad fueron resuspendidos en DMSO para lograr las
concentraciones requeridas.
Identificacion de la fraccion terpénica

Para identificar la presencia y estimar el contenido de terpenos en los EML se

realizé la prueba de determinacidn colorimétrica de Liebermann-Burchard (Kenny,
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1952). Los extractos positivos a la reacciéon de Libermann-Burchard indican la
presencia de saponinas triterpenoides o saponinas esteroidales (Mu et al., 2010). Las
muestras secas se disolvieron en 1 mL de una solucion de cloroformo: metanol (2:1).
El procedimiento se inicié con 0,4 mL de muestra a la que se agregd 1 mL de &cido
p-tolueno sulfénico preparado al 13 % en cloroformo: metanol (2:1). Inmediatamente
se afiadié 3 mL de anhidrido acético, se agit6 la mezcla, se disminuy6 la temperatura
del tubo de reaccién sumergiéndolo en hielo y se afiadié 0,4 mL de &cido sulfirico
concentrado mantenido a 4° C, procediéndose a mezclar nuevamente y dejar en
reposo a temperatura ambiente durante 20 min. La formacion de color &mbar a verde
oscuro indico una reaccion positiva, correspondiente a una fraccion enriquecida con
terpenos. El colesterol fue utilizado a una concentracion de 3 mg/mL como un control
cualitativo, para validar la prueba.
Evaluacion de la actividad citotdxica in vitro del extracto crudo y de las fracciones
aisladas de proteasas y enriquecidas en terpenos, de los latices de Calotropis
procera y Pedilanthus tithymaloides.
Lineas celulares y cultivos

Las lineas celulares Jurkat (leucemia de linfocitos T humanos) fueron
obtenidas de la coleccion del Laboratorio de Bioquimica Farmacologica del Instituto
de Investigaciones Biomédicas BIOMED de la Universidad de Carabobo, Estado
Aragua. Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma®. Las células fueron
mantenidas en medio basico RPMI-1640 con rojo de fenol, 0,2 % de bicarbonato de

sodio, suplementado con 4 mM de L-glutamina, 10 % de SFB, penicilina (100 u/mL)
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y estreptomicina (100 pg/mL) a 37° C en 5 % de CO; en un incubador Nuaire NU-
8500.
Estudios de citotoxicidad

La citotoxicidad de los ECL de C.procera y P. tithymaloides y de las
fracciones purificadas de proteasas y terpenos fue probada en lineas celulares Jurkat.

a.- Viabilidad y proliferacion celular

Se realizaron ensayos de viabilidad y proliferacion celular utilizando la
técnica de reduccion, por accion de la enzima succinato-tetrazolio-reductasa
mitocondrial, dependiente del NADH+H", del colorante MTT, inicialmente de color
amarillo, tornandose de color purpura al ser reducido. La actividad metabdlica de las
células Jurkat viables se utiliza como medida de la citotoxicidad y proliferacion
celular, basado en que las células en proliferacion son mas activas que las que no
proliferan o estan latentes, por lo cual la intensidad del color parpura es proporcional
al nimero de células viables y activas (Mosmann, 1983). Brevemente, se incubd, en
placas de 96 pozos fondo en U, 192 uL de suspension celular a una concentracion
inicial de 250 x 10° cel/mL suspendidas en el medio RPMI suplementado con 4 mM
de L-glutamina, 10 % de SFB, penicilina (100 u/mL) y estreptomicina (100 pg/mL)
a las cuales se agreg0, después de 24 horas, 8 uL del ECL, preparado, en acetato de
sodio 50 mM pH 5, a la concentracion requerida para dar una concentracion final de
proteinas de 1-10-50 y 100 pg/mL o de la fraccién purificada por cromatografia.
Cuando se evaluaron los EML las concentraciones de terpenos se calcularon para
agregar 1 pL diluido en DMSO para una concentracion final de 1-10-50 y 100

pug/mL. Luego de 0, 24 y 48 horas de incubacion a 37° C en 5 % CO, se transfirieron
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100 pL de suspension celular a placas de fondo plano de 96 pozos en los cuales se
afiadié 10 pL de solucion MTT 5 mg/mL. Se incubd la placa por 4 horasa 37°C y 5
% CO, luego de lo cual se afiadié 100 pL de solucion detergente preparada con 10 %
de Triton X-100 y 0,1 M de HCI en isopropanol, agitando hasta la disolucién total de
los cristales purpura de formazéan, formados al reducirse el colorante MTT. Luego de
2 min de agitacién a 840 r.p.m. y 2 min de reposo se ley6 la DO a 550 nm, longitud a
la cual ocurre la maxima absorbancia del MTT reducido, en un fotémetro de placa
Labsystems Multiskan Ascent. El efecto citotoxico de las fracciones evaluadas fue
expresado como viabilidad en porcentaje con respecto al control a las 24 y 48 h'y
como Indice de Proliferacion (IP) relacionando la DO correspondiente a la reduccién
de la tintura MTT a 550 nm con respecto al control a la hora cero. En cada caso se
realizaron controles en los cuales el ECL o las fracciones purificadas fueron
sustituidos por la misma cantidad de acetato de sodio 50 mM pH 5. Cuando se evaluo
la fraccion terpénica se realizaron controles con DMSO, en cuyo caso se utilizd
siempre a una concentracion de 0,5 % para evitar riesgos de toxicidad por el DMSO
(Tseng y Safa, 1983).

b.- Necrosis y apoptosis celular

Exclusion del azul tripano

La prueba de exclusidn del azul tripano se basa en que las células viables no
permiten que el colorante ingrese al citosol, contrario a las células necréticas o no
viables, en las cuales la membrana celular ha sufrido dafios, perdiendo su

caracteristica permeabilidad selectiva, por lo cual el colorante ingresa al citosol,
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tifiéndolo de color azul. De esta manera, las células de color azul, a la vista en un
microscopio de luz visible, corresponden a las no viables (Hathaway et al., 1964).

Para estos experimentos, se colocaron 96 pL de suspension celular a una
concentracion inicial de 10° células/mL de medio especifico y 4 uL de ECL o
fraccion cromatogréafica a diferentes concentraciones (0,1-0,5-1-10-50-100-150 y 200
Hg de proteina /mL) en una placa de 96 pozos fondo en U. Después de 24 horas de
incubacion a 37° C y 5 % CO, en un incubador Nuaire NU-8500 se tomaron alicuotas
de 20 pL de la suspension celular y se mezclaron con 20 pL de una solucion de azul
tripano al 0,25 % (p/v) preparada en tampon PBS para realizar las mediciones de
viabilidad celular a través de la prueba de exclusion del colorante utilizando una
camara de Neubauer y un microscopio optico Zeiss Axiolab con un objetivo de 20X.
El vehiculo de disolucién de cada fraccion fue utilizado como control positivo
(acetato de sodio 50 mM pH 5 para el ECL y para las fracciones cromatograficas). El
efecto citotoxico fue expresado como tasa de necrosis celular relativa, usando la
siguiente formula:

% de necrosis = (N° de células no viables/N° total de células) x 100

Fluorescencia con naranja de acridina/bromuro de etidio

La técnica de exclusidn del azul tripano no permite distinguir entre las células
necroticas y apoptoticas debido a que, en ambos casos, el colorante ingresa al citosol.

La condensacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear son
caracteristicas de las células apoptoticas. La microscopia de fluorescencia con
transporte diferencial de tinturas que unen ADN fluorescente (tales como naranja de

acridina y bromuro de etidio) es un método caracterizado por ser relativamente
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sencillo y preciso. En estos ensayos, el indice apoptético y la integridad de la
membrana celular pueden ser evaluados simultdneamente sin un paso previo de
fijacion, disminuyendo los posibles errores durante la identificacion de las células. La
naranja de acridina (NA) entra a todas las células y tifie al nicleo de verde. El
bromuro de etidio (BE) es s6lo tomado por las células cuando se pierde la integridad
de la membrana citoplasmatica y tifie el ndcleo de rojo ladrillo. EI BE domina sobre
NA. Asi, las células vivas se observan al microscopio de fluorescencia con un nucleo
verde normal, las células apoptéticas tempranas con nucleo verde brillante y
cromatina condensada o fragmentada; las células apoptoticas tardias tienen cromatina
naranja fragmentada y condensada; y las células que han muerto por necrosis tienen
un nucleo rojo ladrillo estructuralmente normal (Renvoize et al., 1998).

Para determinar el porcentaje de necrosis y apoptosis, se realizaron
experimentos en iguales condiciones a las utilizadas en las pruebas de exclusion del
azul tripano, con 24 horas de incubacion a 37° C y 5 % CO; en un incubador Nuaire
NU-8500, en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de ECL (1-10-50
y 100 pg de proteina/mL), luego de lo cual se tomaron alicuotas de 25 pL de
suspension celular a las que se afiadié 1 pL de una solucién conteniendo 10 mg/mL
de bromuro de etidio y 10 mg/mL de naranja de acridina. Un volumen de 10 pL de
esta mezcla fue colocado entre lamina y laminilla y examinado con objetivo seco de
40X utilizando epiiluminacion en un microscopio de Fluorescencia Leica DMLS para
identificar y contar las células viables, necroticas y apoptoticas. Se realizaron

controles en presencia de 0,5 % de DMSO o Acetato de sodio 50 mM pH 5,0. El
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efecto fue expresado como viabilidad, necrosis 0 apoptosis celular relativa usando las

siguientes formulas, respectivamente:
% de células viables = (N° de células viables/N° total de células) x 100
% de células necrdticas = (N° de células necroticas/N° total de células) x 100
% de células apoptdticas = (N° de células apoptoticas/N° total de células) x 100

Disefio experimental y analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron con un disefio completamente al azar.
Los datos son presentados como promedio + desviacion estandar. Los datos de los
experimentos de citotoxicidad fueron analizados por anélisis de varianza (ANAVAR)
y una prueba de medias de Dunnett a un nivel de significancia de 0,05. Se utilizo el

Programa Statistix 8.0.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de proteina

A partir del latex de ambas especies se realizé la extraccion de proteinas
solubles. Como primer paso, el latex fue diluido en una proporcion 1:16 p/v a una
fuerza ionica de 30 mM. La extraccion de proteinas solubles varié dependiendo de la
soluciéon amortiguadora utilizada al diluir el latex. En ambas especies se presentd
variabilidad a diferentes condiciones de pH y fue mayor la extraccion cuando se
utilizo el tampon acetato de sodio 50 mM pH 5 (figura 4). El contenido promedio de
proteina del extracto soluble del latex de las plantas en estudio fue de 40,5 + 8,2
mg/mL en el latex de C.procera y de 60,8 + 14,0 mg/mL en el latex de P.
tithymaloides. En latex de plantas de C. procera creciendo de forma silvestre en
llanuras de Brasil, Freitas et al. (2007) reportaron un contenido de proteinas 2,9 veces
menor al encontrado en el presente estudio. Estas diferencias pueden ser derivadas de
las condiciones agroecoldgicas de las regiones. Al evaluar el efecto de varios factores
sobre la composicion del latex de Hevea brasiliensis, Moreno et al. (2005) reportaron
variaciones en el contenido de nitrégeno, proveniente principalmente de las proteinas
y aminodcidos libres, dependientes de la temperatura ambiental, las precipitaciones y
el estado fisiologico de la planta. EI contenido de N tiende a ser mayor al disminuir la
temperatura y durante las épocas lluviosas. Con el inicio de los procesos de floracion
y fructificacion, se hace un mayor uso del N por lo que disminuye su contenido en el
latex (Moreno et al., 2005). No se encontr6 en la literatura informacién acerca de
estudios que indiquen el contenido de proteinas en el latex de P. tithymaloides u otras

especies laticiferas.
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Figura 4. Extraccion de proteinas de latex. (A) Calotropis procera. (B) Pedilanthus
tithymaloides. Las extracciones se realizaron utilizando diversas soluciones amortiguadores,
con variadas condiciones de pH, manteniendo iguales condiciones de fuerza iénica (I= 30
mM), en 16 pL/mg de latex, con agitacion en vortex durante 1 min y centrifugado a 16.000 x
G por 15 min descartandose el precipitado. Los datos se expresan como promedios + DE de

un total de 6 repeticiones, por triplicados.
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Determinacion de la actividad proteasa

Al evaluar la actividad proteasa de los ECL de las especies en estudio, se
realizaron pruebas con diversos sustratos, concentraciones de proteina, condiciones
de pH y temperatura.

Calotropis procera

El ECL de C. procera presentd actividad proteolitica sobre ovoalbimina,
caseina azocaseina y ASB. Experimentos para comprobar que los incrementos
cuantificados en la DO fueron consecuencia de la hidrolisis de la ovoalbimina se
realizaron midiendo la actividad en mezclas de reaccion conteniendo el amortiguador
y el sustrato 6 el amortiguador y el ECL, observandose resultados como los
presentados en la figura 5, en la cual se evidencia que, efectivamente, los incrementos
en la absorbancia se producian como consecuencia de la actividad proteasa del ECL.

Al evaluar la actividad proteasa sobre la ovoalbimina (figura 6) se encontrd
linearidad durante los primeros 3 min de incubacion e incrementos en la actividad al
aumentar la concentracion de las proteinas laticiferas en el medio de reaccién. Un
incremento de tres, cuatro y hasta cinco veces en la concentracion de la enzima,
manteniendo constante la concentracion del sustrato, provoco aumentos equivalentes
al1,3; 1,6 y1,9 veces en la actividad, durante el primer minuto de incubacion. A partir
de estos resultados se decidio utilizar, en las subsiguientes determinaciones de
actividad proteolitica sobre otros sustratos, concentraciones de 0,1 mg/mL de proteina
laticifera y de 10 mg/mL de sustrato en la mezcla de reaccion, lograndose mantener,

con estas proporciones,una adecuada relacion enzima/sustrato y actividad en un rango
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Figura 5. Cinética de la actividad proteasa del extracto crudo de latex (ECL) de
Calotropis procera sobre ovoalbumina a 60° C. Las letras en minascula indican que
la mezcla de reaccidn contenia: a) amortiguador y ECL, b) amortiguador y sustrato y
c¢) amortiguador, ECL y sustrato. Las concentraciones de sustrato y proteina laticifera

fueron de 10 mg/mL y 0,1 mg/mL respectivamente, en acetato de sodio 36 mM pH

5,5.
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Figura 6. Actividad proteasa del extracto crudo de latex (ECL) de Calotropis procera
sobre ovoalbumina. Todos los experimentos con diferentes concentraciones de
proteina laticifera, a 41° C, en acetato de sodio 36 mM pH 5,5 en una mezcla de
reaccion conteniendo una concentracion final de sustrato de 10 mg/mL. Cada valor es

el promedio de 3 repeticiones en iguales condiciones.
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lineal. En la figura 7, se presenta la actividad proteasa del ECL sobre ovoalbimina,
caseina y azocaseina, observandose mayor actividad sobre ovoalbimina durante los
primeros 3 min de reaccion, con 18,65 UAP/min. Sobre caseina y azocaseina la
actividad fue de 8,9 y 11,74 UAP/min respectivamente, en ambos casos con una
tendencia lineal durante 10 min de incubacion.

Pedilanthus tithymaloides
El ECL de P. tithymaloides no presentd actividad proteolitica sobre

ovoalbimina ni sobre ASB, pero si hidroliz6 los sustratos caseina y azocaseina.

Se realizaron experimentos para comprobar que los incrementos en la DO se
producian como consecuencia de la liberacion de amino&cidos por accion de la
enzima proteolitica sobre caseina (figura 8). Mezclas de reaccién incubadas durante
iguales intervalos de tiempo a igual temperatura, conteniendo solo el amortiguador y
el sustrato o el amortiguador y el ECL presentaron lecturas de absorbancia entre 6 y
35 veces por debajo de las observadas en la mezcla completa de reaccidn conteniendo
el amortiguador, el sustrato y el ECL, indicando que, efectivamente, los aumentos de
DO con el tiempo son producto de la liberacion de aminoacidos, al medio de
reaccion, proveniente de la hidrolisis enzimatica.

La actividad fue semejante sobre caseina y azocaseina, con 4,6 y 4,5 UAP/min
respectivamente, y, en ambos casos, presentd tendencia lineal durante los primeros 20
min de incubacion a 41° C, como se observa en la figura 9.

Para los subsiguientes estudios de efectos del pH y la temperatura, se
selecciond la azocaseina como sustrato debido a la mejor disolucién de este sustrato

en diversas condiciones de pH, en comparacion con la caseina.
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Figura 7. Actividad proteasa del extracto crudo de latex de Calotropis procera
sobre diversos sustratos. Todos los experimentos se realizaron a 41° C, en una
mezcla de reaccion conteniendo una concentracion final de sustrato de 10
mg/mL y 0,1 mg/mL de proteina laticifera en acetato de sodio 36 mM pH 5,5.
Cuando el sustrato fue caseina se utilizo en fosfato de sodio 100 mM pH 7,5.
Cada valor es el promedio de 3 repeticiones, por duplicado, en iguales

condiciones. *Ecuacion correspondiente al rango lineal.
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Figura 8. Cinética de la actividad proteasa del extracto crudo de latex (ECL) de
Pedilanthus tithymaloides sobre caseina. Condiciones: 41°C en fosfato de sodio 100
mM pH 7,5 con 0,2 mg de proteina/mL y una concentracion de sustrato de 10
mg/mL en la mezcla de reaccion. Mezcla de reaccion con (a) amortiguador y ECL,
(b) amortiguador y caseina (c) amortiguador, ECL y caseina. Cada valor es el

promedio de 3 repeticiones en iguales condiciones.
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Figura 9. Actividad proteasa del extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus
tithymaloides sobre caseina y azocaseina. Se realizaron experimentos en iguales
condiciones de temperatura (41°C) hasta 20 min de incubacién. Los sustratos fueron
preparados en fosfato de sodio 100 mM pH 7,5 (caseina) y Tris-HCI 54 mM pH 8
(azocaseina). Se utilizd una concentracion de sustrato de 10 mg/mL y 1,3 mg/mL de

proteina laticifera en la mezcla de reaccion. Cada punto se realizé por triplicado.
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Experimentos realizados con concentraciones crecientes de proteina laticifera
permitieron definir las concentraciones a utilizar en los subsiguientes experimentos,
de 1,3 mg/mL de proteina laticifera y de 10 mg/mL de sustrato en la mezcla de
reaccion.

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad proteasa

Calotropis procera

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad proteasa del ECL de C.
procera, se utilizd6 como sustrato la ovoalbdmina, por presentar mejor solubilidad en
las diversas condiciones de pH. Otros sustratos, como la caseina y la azocaseina,
presentan limitaciones de solubilidad en medio acido. Adicionalmente, la actividad
sobre ovoalbumina fue mayor en los primeros 3 min de reaccion, utilizados para
determinar la velocidad inicial de la reaccion. En la figura 10, se presenta una grafica
representativa del efecto del pH, a 41° C, sobre la actividad proteasa. Se encontraron
cambios en la velocidad inicial dependientes del pH, con valores menores en las
condiciones acidas (pH 4 y 4,5) y alcalinas (pH 8,5 a 9), con mayor actividad a pH 5
y valores semejantes entre 5,5 y 8. Los tres puntos de inflexion podrian corresponder
a diferentes proteasas presentes en el ECL, como ha sido reportado por otros autores
(Freitas et al., 2007). Asimismo, el pH 6ptimo coincide con lo reportado por Freitas
et al. (2007), al evaluar el efecto de la temperatura sobre azocaseina en proteinas
laticiferas de C. procera.

Se observd un aumento de la velocidad inicial de prote6lisis con la
temperatura, hasta los 70° C, a partir de los cuales comenzé a descender (figura 11

A). La tendencia es exponencial en la porcidn ascendente de la curva (figura 11 B).

55



50 1~

40 A

30 A

Actividad Proteasa
(UAP/min/mg Prot)

20 A

10 -

Figura 10. Efecto del pH sobre la actividad proteasa del latex de Calotropis procera.
Se utilizé ovoalbumina como sustrato, a 41°C, en diversas condiciones de pH. La
mezcla de reaccidn contenia concentraciones de sustrato y proteina laticifera de 10

mg/mL y 0,1 mg/mL respectivamente. Cada punto se realizé por triplicado.
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Figura 11. Efecto de la temperatura sobre la actividad proteasa del latex de Calotropis
procera. A. Curva de velocidad inicial. B. Linea de tendencia. Se utilizé ovoalbumina
como sustrato preparada en fosfato de sodio 27 mM pH 5,5. La mezcla de reaccion

contenia concentraciones de sustrato y proteina laticifera de 10 mg/mL y 0,1 mg/mL
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respectivamente. Cada punto se realiz6 por triplicado.
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De acuerdo a estos resultados, la temperatura 6ptima de protedlisis enzimética
estd cercana a los 70° C, lo que permitiria caracterizar a estas enzimas como
termoestables, posiblemente comparables a las encontradas en algunos
microorganismos termofilicos (Haki y Rakshit, 2003).

Pedilanthus tithymaloides

Las figuras 12 y 13 A, presentan las graficas correspondientes a la actividad
proteasa del ECL de P. tithymaloides sobre el sustrato azocaseina, preparado a una
concentracion de 1,25 % en el tampdn correspondiente, en funcion de diversas
condiciones de pH y temperatura. La actividad fue maxima a pH 8,5 y 70 °C. La
tendencia de la velocidad inicial de la reaccion enzimética, en funcion de la
temperatura, es exponencial (figura 13 B). Hasta la fecha, se ha reportado una
proteasa aislada de P. tithymaloides, denominada pedilanthina, con condiciones
optimas de pH entre 8 y 9,5 y temperatura dptima entre 65 y 70° C sobre azoalbimina
(Bhowmick et al., 2008), semejante a lo encontrado en el presente trabajo. En el ECL
es muy probable la presencia de diversas enzimas con actividad proteasa, tal como se
ha evidenciado en distintas especies laticiferas, como calotropina DI y DIl en
Calotropis gigantea (Sengupta et al., 1984), ervatamina A, B o C en Ervatamia
coronaria (Nallamsetty et al., 2003; Kundu et al., 2000; Takhurta et al., 2004) o
caricaina, papaina y quimopapaina en Carica papaya (Azarcan et al., 2003), todas
por lo general perteneciendo a un mismo tipo de proteasa. En los ejemplos anteriores,
todas corresponden al tipo cisteina proteasas, con rangos semejantes entre si de pH y
temperatura 6ptimos. Las condiciones de pH 6ptimo para la mayoria de las cisteina

proteasas reportadas hasta la fecha se ubican entre 6 y 8 (Kundu et al., 2000;
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Figura 12. Efecto del pH sobre la actividad proteasa del extracto crudo de latex de
Pedilanthus tithymaloides. Se utilizé azocaseina como sustrato, a 41° C, preparado en
diversas condiciones de pH. La mezcla de reaccion contenia concentraciones de
sustrato y proteina laticifera de 10 mg/mL y 1,3 mg/mL, respectivamente. Cada punto

se realizd por triplicado.
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Figura 13. Efecto de la temperatura sobre la actividad proteasa del extracto crudo de latex de
Pedilanthus tithymaloides. A. Curva de velocidad inicial. B. Linea de tendencia. Se utilizé
azocaseina como sustrato, preparada en Tris-HCI 100 mM pH 8,5. La mezcla de reaccién
contenia concentraciones de sustrato y proteina laticifera de 10 mg/mL y 1,3 mg/mL,

respectivamente. Cada punto se realiz6 por triplicado.
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Morcelle et al., 2004; Sugiura y Sazaki, 1973; Sengupta et al., 1984; Takhurta et al.,
2004). No obstante, el valor 6ptimo de pH encontrado en el ECL en el presente
trabajo se aproxima mas a los reportados para serina proteasas, como en el caso de
la indicaina en Morus indica (Sing et al., 2008) y cryptolepaina en Cryptolepis
buchanani (Pande et al., 2006). Asimismo, la temperatura 6ptima de actividad
proteasa se asemeja a la reportada para las serina-proteasas wrightina en Wrightia
tinctoria (Tomar et al., 2008) y cryptolepaina en Cryptolepis buchanani (Pande et al.,
2006). En las cisteina-proteasas las temperaturas dptimas suelen estar en un rango
menor de temperatura, entre 50 y 60° C (Sugiura y Sazaki, 1973; Sengupta et al.,
1984; Nallamsetty et al., 2003; Kundu et al., 2000; Takhurta et al., 2004; Dubey y
Jagannadham, 2003).
Cromatografia liquida de intercambio i6nico

Calotropis procera

Durante los procedimientos de separacion cromatografica fue evidente la
existencia de 2 proteinas que eluian muy cercanas entre si, corroborandose este
hallazgo con las observaciones derivadas de las SDS-PAGE. Al realizar mediciones
de actividad se evidencid la existencia de actividades enzimaticas diferentes, por lo
que fue necesario caracterizar estas actividades y lograr la separacién de ambas, lo
que efectivamente fue alcanzado exitosamente realizando separaciones
cromatograficas de intercambio idnico, después de realizar los procesos de
estandarizacion correspondientes y probar diferentes gradientes de elucidén. Los
resultados presentados en la figura 14, indican la recuperacion de fracciones con

actividad proteasa diferentes de otras con actividad RNsa, con tendencia a eluir
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Figura 14. Separacion cromatografica del extracto crudo de latex de Calotropis
procera. Se indica la Ao nm de las fracciones colectadas, el gradiente de elucion con
NaCl, la actividad proteasa y la actividad ribonucleasa (RNasa) de las fracciones.
Cromatograma representativo de 4 repeticiones en iguales condiciones sobre columna
con carboximetil celulosa de 11 cm de longitud y 1,5 cm de diametro, equilibrada en
acetato de sodio 50 mM pH 5,0 con un flujo de 0,8 mL/min y elucién con gradiente
lineal de NaCl hasta 1 M. Se aplicaron muestras de 6 a 7 mg de proteina y se

colectaron fracciones de 1,6 mL.
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inicialmente las RNasas, seguidas por las proteasas, por lo que algunas fracciones
intermedias contenian ambas proteinas, eluyendo posteriormente fracciones que
contenian proteasas altamente purificadas, en las cuales se descarté completamente la
actividad RNasa. La proteina con actividad RNasa eluyé en las fracciones 27 a 38
entre 0,42 y 0,51 M NaCl, con mayor actividad en las fracciones 30 a 36 (eluidas
entre 0,45 y 0,5 M NaCl) en las cuales se hidrolizo casi la totalidad del sustrato. La
actividad proteasa eluy6 en las fracciones 30 a 48, entre 0,45 y 0,64 M NaCl, con
maxima actividad en las fracciones 44 a 47 (eluidas entre 0,56 y 0,59 M NaCl).

Esto indica que las fracciones 27 a 29 contenian enzimas RNasas purificadas,
las fracciones 30 a 38 contenian al menos dos enzimas con actividades proteasa y
RNasa, y, finalmente, las fracciones 39 a 48 contenian enzimas proteasas purificadas
y separadas de las RNasas. La separacion individual de una enzima por lo general se
logra aplicando técnicas cromatogréaficas en secuencia, no obstante, en el presente
trabajo se logré obtener algunas fracciones purificadas y algunas fracciones
conteniendo ambas enzimas.

Otros autores, al fraccionar las proteinas del latex de C. procera utilizando
cromatografia de intercambio cationico en una columna de flujo rapido de CM-
sefarosa equilibrada con acetato de sodio 50 mM pH 5 y eluida con 0,2 y 0,3 M de
NaCl reportaron la recuperacion de 3 fracciones de proteinas distintas. Una de ellas
con masa molecular cercana a los 97 kDa que, aungue no lograron identificar el grupo
al cual pertenece, los autores descartaron que se tratase de una cisteina proteasa, no
solo por su masa molecular, sino también por ser la Unica que no tuvo actividad

proteolitica sobre gelatina al 0,1 % ni sobre el sustrato BANA especifico para este
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grupo de proteasas. Otras dos proteinas identificadas en dos fracciones diferentes
presentaron masas moleculares cercanas a los 30 kDa (Soares et al., 2007) y actividad
sobre los sustratos mencionados.

A partir del latex de plantas de C. procera creciendo en la India, Dubey y
Jagannadham (2003), reportaron la presencia de 6 proteinas que fueron eluidas en un
procedimiento en el cual, después de remover la fraccion poliisoprenoide, el latex
crudo fue sujeto a fraccionamiento con 50 % de sulfato de amonio, el sobrenadante
dializado aplicado sobre una columna de intercambio catidnico utilizando CM-
sefarosa y las proteinas unidas fueron eluidas con un gradiente lineal de 0 a 0,8 M de
NaCl, recuperandose dos picos con actividad proteolitica, semejantes en cuanto a pH
y temperatura Optimos, conteniendo una proteina y 5 proteinas, respectivamente.
Estos autores lograron purificar una proteasa llamada proceraina, con una masa
molecular estimada de 28,79 kDa, con alta actividad sobre caseina, azocaseina,
azoalbumina y hemoglobina, la cual fue activada por activadores de grupos tioles,
como el B-mercaptoetanol, e inhibida por inhibidores correspondientes, como el acido
iodoacético, lo que indicé que pertenece al grupo de las cisteina proteasas.

En general, la separacion y el aislamiento de las proteinas del latex puede
variar dependiendo de la técnica, de la resina empleada en el caso de las
cromatografias y del volumen de las fracciones recuperadas. Estudios mas detallados
acerca del contenido de proteinas del latex de C. procera realizados por electroforesis

bidimensional y espectrometria de masa indicaron que las proteinas solubles son
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predominantemente basicas (Pl > 6,0) y con masa molecular entre 5 y 95 kDa, con
componentes mayoritarios de 26 kDa (Freitas et al., 2007).

Pedilanthus tithymaloides

En la figura 15 se observa la separacion cromatografica del ECL de P.
tithymaloides bajo las condiciones descritas, alcanzadas luego de los procedimientos
de estandarizacion, que permitié la separacion de dos grupos de fracciones con
actividades proteasas y RNasas, eluyendo las primeras en las fracciones 2 a 5 con 0,2
M de NaCl y las segundas en las fracciones 23 a 40 entre 0,28 y 0,4 M de NaCl, con
marcada mayor actividad en las fracciones 23 a 27 (eluidas con 0,3 M de NaCl).

La tendencia, en el caso del ECL de C. procera, de eluir, en fracciones muy
cercanas entre si, dos proteinas con actividades enzimaticas proteasa y RNasa, motivo
a determinar ambas actividades en todas las fracciones colectadas de los
procedimientos de separacion cromatografica con el ECI de P. tithymaloides, a los
fines de garantizar la no contaminacion de las fracciones de proteasas. No obstante,
en esta especie, ambas enzimas laticiferas eluyeron en fracciones distantes entre si.
Esto indica que, bajo las condiciones utilizadas en estas separaciones
cromatograficas, ambas enzimas presentan diferentes cargas, ya que la elucién en una
resina de intercambio cationico obedece a la fuerza ionica con la cual las moléculas
en separacion interacttan con el intercambiador de iones (Voet et al., 2006).

Un reporte previo acerca de la presencia de proteasas en el latex de P.
tithymaloides indica la purificacién de una proteina, denominada pedilanthina, por un

procedimiento de separacion que incluia precipitacion con sulfato de amonio al 80 %

65



100

1,2
80

1

p6000000- ]|
!

Actividad proteasa (UAP/min/mg proteina)
Actividad RNasa (% de degradacidn del sustrato)

Fracciones cromatogréficas (nimero)

—— Actividad proteasa ——=—- Actividad RNasa -+ Abs 280 nm --°-- NaCl (M)

Figura 15. Separacion cromatografica del extracto crudo de latex de Pedilanthus
tithymaloides. Se indica la Abs,so nm de las fracciones colectadas, el gradiente de
elucién de NacCl, la actividad proteasa y la actividad ribonucleasa (RNasa) de las
fracciones. Cromatograma representativo de 2 repeticiones en iguales condiciones,
sobre una columna con carboximetil celulosa de 11 cm de longitud y 1,5 cm de
diametro, equilibrada en acetato de sodio 50 mM pH 5,0 con un flujo de 0,8 mL/min
y elucion con gradiente lineal de NaCl hasta 1 M. Se aplicaron muestras de 6 a 7 mg

de proteina y se colectaron fracciones de 1,6 mL.
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de saturacion, seguido de diélisis y cromatografia de intercambio catidnica, con
elucion en un rango entre 0,15 y 0,2 M de NaCL (Bhowmick et al., 2008).

Un resumen comparativo de las caracteristicas de los ECL de ambas especies,
de actividad proteasa laticifera y las condiciones O&ptimas de separacion
cromatogréfica se presenta en el cuadro 6.

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Calotropis procera
La separacion electroforética del ECL de C. procera, revelo la presencia de al menos
5 proteinas con masas moleculares entre 20 y 30 kDa (figura 16 A, carril 1), de las
cuales se logro separar y aislar, por medio de los procedimientos cromatogréaficos,
dos proteinas con actividades diferentes y masas moleculares semejantes entre si y
muy cercanas a la banda de la Con A utilizada como patron (figura 16 B). De estas
dos proteinas, una de ellas, de masa molecular ligeramente superior, tiene actividad
RNasa, y la segunda present6 actividad proteasa (figura 16 B). El alto grado de
pureza se puede constatar en la figura 16 B, carriles 9 y 16, en los cuales se observa
una unica banda correspondiente, respectivamente, a las enzimas RNasa y proteasa
purificadas. En las fracciones cromatogréficas separadas por SDS-PAGE con tincion
con nitrato de plata, se evidencié la presencia de al menos 10 proteinas (carriles 3, 4 y
7 de la figura 16 B), lo que indica que al menos 5 de ellas estan presentes en el ECL
a muy bajas concentraciones por lo que no son detectadas por la tincién con azul de
Comassie. De estas 10 proteinas, se espera que la actividad proteasa sea propia de al
menos 5 de ellas, de acuerdo a Freitas et al. (2007). Los resultados concuerdan con

lo reportado por otros autores (Dubey y Jagannadham, 2003; Freitas et al., 2007),
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Cuadro 6. Caracteristicas de los ECL de Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides y condiciones 6ptimas de separacion cromatografica.

C. procera P. tithymaloides

pH Gptimo de extraccion proteica 5y7 5
Proteina laticifera (mg/mL) 40,5 +8,2 60,8 + 14

Actividad proteasa del ECL (UAP/min)

» Ovoalbimina 18,65 No hidroliza
» Caseina 8,9 4,6
» Azocaseina 11,74 45
> ASB 12,45 No hidroliza
» pH optimo 5 8,5
» Temperatura optima (°C) 70 70

Separacion cromatogréafica del ECL

min_NaCI(M) min___ NaCl(M)

» Gradiente de elucion 7 0,22 7 0,2
95 0,6 120 0,5
100 1 130 1

» Fracciones con actividad Proteasa 30a48 2ab

» Concentracion de NaCL (M) a la cual 0,45a 0,64 0,2

eluyen las proteasas
» Fracciones con actividad RNasa 27 a 38 23 a40
» Concentracion de NaCL (M) a la cual 0,42a0,5 0,28 a2 0,40

eluyen las RNasas
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Figura 16. Andlisis electroforético del extracto crudo de latex (ECL) y fracciones
cromatograficas de Calotropis procera. (A). SDS-PAGE al 10%. Carriles: 1) ECL,;
2) ASB Sigma®; 3) Marcador de masa molecular (V849A Promega®); 4) Con A
(Amersham®); 5 a 8) ECL provenientes de distintas preparaciones. (B). SDS-PAGE
al 15 %. Carriles: 1 y 10) Con A Amersham®; 5) Marcador de masa molecular. Los
demés carriles contienen fracciones cromatogréficas. 2,3,4,6,7,8,9) Fracciones con
actividad RNasa (fracciones cromatogréaficas 29 a 35); 11, 12 y 13) Fracciones con
actividad RNasa y proteasa (fracciones cromatograficas 36 a 38); 14, 15 y 16)
Fracciones con actividad proteasa (fracciones cromatogréficas 39 a 41).
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quienes identificaron enzimas con actividad proteasa en el latex de C. procera con
masa molecular entre 26 y 28,8 kDa y reportan la existencia de al menos 9 proteinas
en el latex de esta planta, identificadas en geles de electroforesis tefiidos con azul de
Comassie.

Pedilanthus tithymaloides

La separacion electroforética del ECL de P. tithymaloides revel6 la presencia
de al menos 11 polipéptidos con masas moleculares entre 11 y 70 kDa
aproximadamente, con una banda particularmente abundante alrededor de 26 kDa
(figura 17 A). Esta banda, cercana a los 26 kDa constituye la proteina mas abundante
en el latex de esta especie y, de acuerdo a los resultados obtenidos de los analisis de
actividad de las fracciones cromatogréaficas, no tiene actividad proteasa ni RNasa, y
corresponde al maximo pico de Abs cuantificado dentro de las primeras 10 fracciones
colectadas (figura 15). Se presume sea de importancia debido a su alta proporcion en
comparacion con los demas polipeptidos observados, pudiendo tratarse de alguna
proteina con funcion protectora para la planta como ha sido reportado en otras
especies (Vierstra, 1996). Esta banda fue observada en geles publicados previamente
por otras autores (Bhowmick et al.,, 2008) sin que hasta la fecha haya sido
caracterizada o denominada.

Las dos fracciones separadas con actividad RNasa y proteasa se ubican en un
rango muy cercano a los 28 kDa, siendo la RNasa de tamafio ligeramente inferior
(figura 17 B). El alto grado de pureza de ambas proteinas se puede constatar en la
figura 17 B, carriles 2 y 3, en los cuales se observa una Unica banda en cada carril,

correspondiente a las enzimas RNasa y proteasa, respectivamente.
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Figura 17. Andlisis electroforético del extracto crudo de latex (ECL) y fracciones
cromatograficas de Pedilanthus tithymaloides. (A). SDS-PAGE al 10%. Carriles: 1)
Con A (Amersham®); 2 y 3) ASB Sigma®; 4 a 14) ECL proveniente de distintas
preparaciones. (B). SDS-PAGE al 15 %. Carriles: 1) ECL; 2) Fraccién con actividad

RNasa; 3) Fraccion con actividad proteasa.
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Cercana a los 66 kDa se destaca una banda que, de acuerdo a lo reportado en
la literatura, se corresponde con la proteasa pedilanthina (Bhowmick et al., 2008).

Otros autores han reportado la presencia de al menos 7 proteinas separadas
por SDS-PAGE en el latex de P. tithymaloides, con masa moleculares aproximadas
ubicadas entre 12 y 63 kDa (Bhowmick et al., 2008), valores estos muy cercanos a
los encontrados en el presente trabajo, e inclusive se puede inferir que las diferencias
se encuentran ubicadas dentro de los rangos de variacién considerados aceptados y
que suelen ocurrir entre distintos laboratorios de investigacion cuando se emplean
técnicas de mediana resolucion.

Al comparar el patron de proteinas encontradas en el latex de C. procera
contra el observado en los geles de electroforesis del latex de P. tithymaloides,
resaltan diferencias en cuanto a la cantidad de polipeptidos y la abundancia relativa
entre ellos. El latex de C. procera, contiene menor cantidad de proteinas y todas ellas
se presentan en proporciones semejantes entre si. Por el contrario, el latex de P.
tithymaloides contiene mayor nimero de proteinas y destaca una de mayor
abundancia, alrededor de 26 kDa.

Determinacion de la masa molecular

De acuerdo al andlisis electroforético de las proteinas presentes en los latices
de las plantas en estudio, confrontando la movilidad relativa de cada banda, de masa
molecular conocida, con la ubicacion de las proteinas que presentaron actividad
proteasa y RNasa en las fracciones cromatograficas, se estimé una masa molecular,
para ambas enzimas del latex de C. procera, de 28 y 30 kDa, respectivamente (figura

18). Este resultado concuerda la masa molecular de la proceraina, de 28,8 kDa, una
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Figura 18. Andlisis electroforético del extracto crudo de latex (ECL) de Calotropis procera.
(A). SDS-PAGE al 15%. Carriles: 1) ASB Sigma®; 2) Con A (Amersham®); 3) Marcador de
PM (Promega®); 4) ECL. (B). SDS-PAGE al 15%. Carriles: 3) Con A (Amersham®); 1), 2),
4) a 9) Fracciones cromatograficas. (C). Gréfica y ecuacion para la estimacion de la masa
molecular de las enzimas aisladas y purificadas.
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cisteina proteasa reportada por Dubey y Jagannadham (2003), presente en el latex de
C. procera. Similarmente, la masa molecular de las proteinas con actividad proteasa y
RNasa de P. tithymaloides estéa alrededor de 28 a 30 kDa (figura 19). Estos valores se
ubican en el rango cominmente reportado para otras proteasas y RNasas de diversas
especies. Por lo general, ambas son enzimas de tamafio relativamente pequefio. Una
revision de los valores de masa molecular de proteasas de latex reportados en la
literatura indican que para la mayoria de las enzimas del tipo serina proteasas, el
rango se ubica entre 50 y 80 kDa (Lynn y Clevette-Radford, 1984; 1985; Yadav et
al., 2006; Pande et al., 2006; Patel et al., 2007; Sing et al., 2008; Tomar et al., 2008),
mientras que para la mayoria de las enzimas del tipo cisteina proteasas se ubica en un
rango entre 23 y 29 kDa ( Sugiura y Sazaki, 1973; Sengupta et al., 1984; Nallamsetty
et al., 2003; Kundu et al., 2000; Takhurta et al., 2004; Morcelle et al., 2004; Dubey y
Jagannadham, 2003), lo que indica que las proteasas de ambas especies, aisladas en el
presente estudio, podrian considerarse pertenecer a la clase cisteina proteasa, a juzgar
por su masa molecular, comparable a la de la mayoria de las enzimas de este grupo
que han sido reportadas en la literatura (Sugiura y Sazaki, 1973; Nallamsetty et al.,
2003; Dubey y Jagannadham, 2003; Freitas et al., 2007); no obstante, las rangos de
pH y temperatura 6ptimos de ambos ECL son mas parecidos a los de la serina

proteasas. Se requieren realizar mayores estudios al respecto.
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Figura 19. Analisis electroforético del extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus
tithymaloides. (A). SDS-PAGE al 10%. Carriles: 1) Marcador de PM (Promega®); 2
al 13) ECL provenientes de distintas preparaciones. (B). SDS-PAGE al 15%.
Carriles: 1) ECL; 2) Fraccion cromatografica con actividad RNasa; 3) Fraccion
cromatografica con actividad proteasa. (C). Gréafica y ecuacion para la estimacién de

la masa molecular.
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En relacion con las enzimas RNasas, la presente en el latex de Chelidonium
majus, la Unica RNasa laticifera hasta ahora reportada, tiene una masa molecular de
20 kDa (Nawrot et al., 2008). En otras RNasas vegetales, como la RNasa bifuncional
de Solanum lycopersicum se han reportado valores en el rango de 31 a 35 kDa
(Dohnélek et al., 2010) y, en especies animales se han reportado RNasas de entre 10
y 28 kDa (Ardelt et al., 1991; 2007; 2009). Este constituye el primer reporte acerca
de la presencia de enzimas RNasas en el latex de C. procera y P. tithymaloides.
Prueba de glicosilacion

No se observo indicios de proteinas glicosiladas en el ECL o en alguna de las
fracciones cromatograficas de C. procera (figura 20 A), semejante a lo reportado por
Dubey y Jagannadham (2003). Por el contrario, en el ECL vy fracciones
cromatograficas de P. tithymaloides es evidente la presencia de tres bandas
glicosiladas (figura 20 B, carriles 8 y 10). De acuerdo a los analisis de actividad, una
de las proteinas glicosiladas se corresponde con la RNasa encontrada en el extracto
crudo de éste latex (figura 20 C, carril 10). La fraccion con actividad proteasa no es
glicosilada. La banda de 26 kDa, la proteina mas abundante presente en el ECL de P.
tithymaloides, es, evidentemente, una proteina glicosilada (figura 20 B, carril 8). Asi
mismo, en el ECL de P. tithymaloides se observa una banda glicosilada alrededor de
los 14 kDa (figura 20 B, carril 8), que no ha sido reportada en la literatura.

Algunas proteasas de latex son proteinas glicosiladas, como calotropina FI y
FII (ambas cisteina proteasas) aisladas del latex de C. gigantea (Abraham y Joshi,
1979), no obstante, otras son no glicosiladas como la proceraina (cisteina proteasa)

aislada del latex de C. procera (Dubey y Jagannadham, 2003), y la pedilanthina,
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Figura 20. Prueba de glicosilacion de proteinas. Electroforesis de proteinas en gel de
poliacrilamida al 15% de extracto crudo de latex (ECL) y fracciones cromatograficas
de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides tefiidos con (A) Kit para detectar
proteinas glicosiladas. (B) Nitrato de plata. (C) Azul Coomasie. En todos los casos
los carriles se corresponden a: 1) Control positivo con peroxidasa, 2) ECL de C.
procera, 3) a 7) fracciones cromatogréficas de C. procera con actividades RNasa
(carriles 3, 5y 6) o Proteasa (carriles 4 y 7), 8) ECL de P. tithymaloides, 9) a 11)
fracciones cromatograficas de P. tithymaloides con actividad RNasa (carril 10) o

Proteasa (carril 11).

77



aislada del latex de P. tithymaloides (Bhowmick et al., 2008). Asi mismo, dentro del
grupo de las enzimas RNasas se ha reportado tanto ausencia como presencia de
diversos patrones de glicosilacion. Son glicosiladas la nucleasa bifuncional de
Solanum lycopersicum (Dohnélek et al., 2010), algunas RNasas que pertenecen a la
familia T2, como la presente en Aspergillus oryzae (Luhtala y Parker, 2010), las
enzimas Onconasa y Amphinasa, ambas extraidas de los oocitos de Rana pipiens
(Ardelt el al., 2009). Por el contrario, son no glicosiladas la RNasa de los estilos de
Pyrus pyrifolia (Norioka et al., 2007), la RNasa T2 de Rhizopus niveus y Momordica
charantia (Irie, 1999). El patron de glicosilacion de estas enzimas es variable y esta
asociado a su funcion biologica, su estabilidad, resistencia a la proteolisis y a la
desnaturalizacion, a la participacion en procesos de reconocimiento e interaccion
intercelular (McKee y McKee, 2003) y puede variar inclusive dentro de proteinas que
pertenecen a una misma familia (Irie, 1999).

Un resumen comparativo de las caracteristicas bioquimicas de las proteinas
encontradas en los latices de ambas especies en estudio se presenta en el cuadro 7.
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides, pertenecientes a dos familias
diferentes (Asclepiadaceae y Euphorbiaceaee, respectivamente), contienen patrones
disimiles en cuanto a numero de proteinas, abundancia relativa entre ellas, masas
moleculares y presencia de proteinas glicosiladas. Mayores estudios se requieren a los
fines de profundizar en cuanto a las caracteristicas bioquimicas de las proteinas
laticiferas, como contribucion para el conocimiento de moléculas biolégicas con

potencial uso biotecnoldgico en diversas areas de la ciencia y la investigacion.
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Cuadro 7. Caracteristicas bioquimicas de las proteinas de Calotropis procera y

Pedilanthus tithymaloides.

Bandas polipeptidicas en el ECL
» Tincién con azul de toluidina
» Tincién con nitrato de plata
Rango de masa molecular de las bandas (kDa)
Presencia de bandas predominantes
Masa molecular de la proteasa purificada (kDa)

Masa molecular de la RNasa purificada (kDa)
Proteinas glicosiladas

Masa molecular de proteinas glicosiladas (kDa)
Posible identificacion de la proteasa purificada
Posible identificacion de la RNasa purificada

Posible identificacion de la banda predominante
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Identificacion de la fraccidn terpénica

Los extractos metandlicos laticiferos, conteniendo la fraccién terpenoide de
las plantas en estudio, presentaron una concentracion de 4 % y de 1,78 % (p/v) en
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides, respectivamente. En la figura 21 se
presenta una imagen representativa de los resultados de la identificacion cualitativa
de las fracciones terpenoides. Los colores verde y ambar oscuro indican la presencia
de triterpenos, tal como lo sefialan algunos autores (Mu et al., 2010). En algunos
casos, las muestras fueron aplicadas a mayor concentracion, observandose un
incremento en la tonalidad del color (figura 22), corroborando la presencia de
fracciones conteniendo terpenos.
Citotoxicidad de los extractos de latex y proteasas

a.- Viabilidad y proliferacion celular
Calotropis procera

La viabilidad de las células Jurkat, determinada en presencia del ECL de C.
procera y expresada como porcentaje del control correspondiente, disminuyd
significativamente, con respecto al control a todas las dosis evaluadas, a las 24 y 48
horas (p < 0,05) (figura 23), en forma no dependiente de la dosis, con porcentajes de
inhibicion del crecimiento celular entre 29 y 39 % con respecto al control a las 24
horas y entre 24 y 44 % a las 48 horas.

Al evaluar el efecto del ECL de C. procera sobre la proliferacion de las
células Jurkat, se encontr6 que el indice de Proliferacion (IP) disminuyo

significativamente después de 24 y 48 horas de incubacidn en todos los tratamientos
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Figura 21. Comparacion cualitativa colorimétrica de las fracciones terpenoides en los
extractos metandlicos laticiferos de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides.
1) Control negativo sin terpenos. 2) Fraccion terpenoide de C. procera a una
concentracion de 3 mg/mL. 3) Fraccion terpenoide de C. procera a 15 mg/mL. 4)
Fraccion terpenoide de P. tithymaloides a una concentracion de 3 mg/mL. 5) Control
positivo con 3 mg/mL de colesterol.

Las muestras secas se disolvieron en 1 mL de una solucién de cloroformo:
metanol (2:1), tomandose 0,4 mL al que se agreg6é 1 mL de acido p-tolueno sulfonico
preparado al 13 % en cloroformo: metanol (2:1). Se afiadi6 3 mL de anhidrido
acetico, se agito la mezcla, se disminuy6 la temperatura del tubo de reaccion a4° Cy
se afadio 0,4 mL de &cido sulfurico concentrado mantenido a 4° C, procediéndose a
mezclar nuevamente y dejar en reposo a temperatura ambiente durante 20 min para

que se desarrolle el color.
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Figura 22. Identificacién de las fracciones terpenoides en extractos metandlicos
laticiferos de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides. 1) Control negativo sin
terpenos. 2) y 3) Duplicados de fraccion terpenoide de C. procera a una
concentracion de 30 mg/mL 4) y 5) Duplicados de fraccion terpenoide de P.
tithymaloides a una concentracion de 6 mg/mL.

Las muestras secas se disolvieron en 0,5 mL de una solucion de cloroformo:
metanol (2:1), tomandose 0,4 mL al que se agregdé 1 mL de acido p-tolueno sulfonico
preparado al 13 % en cloroformo: metanol (2:1). Se afiadi6 3 mL de anhidrido
acetico, se agito la mezcla, se disminuy6 la temperatura del tubo de reacciona 4° Cy
se afadio 0,4 mL de &cido sulfurico concentrado mantenido a 4° C, procediéndose a

mezclar nuevamente y dejar en reposo a temperatura ambiente durante 20 min.
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Figura 23. Efecto del extracto crudo de latex (ECL) de Calotropis procera sobre la

viabilidad y la proliferacién de células Jurkat. Las células (250 x10° cel/mL) fueron

tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron después

de 24 y 48 h, mediante el método del MTT. En los controles el ECL fue sustituido

por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los resultados se expresan como promedios + DE

de 8 experimentos independientes, por triplicado. (*) Indica diferencias con respecto
al control (p < 0,05) por Analisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de

Dunnett.
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con respecto al control (p < 0,05), y, al igual que en la viabilidad, el efecto sobre el
IP result6 ser independiente de la dosis.

Estos resultados son indicativos de la disminucion de la actividad metabdlica
de las células durante las primeras 48 horas, con respecto al inicio del cultivo, como
consecuencia del efecto citotoxico del ECL de C. procera sobre las células Jurkat. El
efecto independiente de la dosis podria ser consecuencia de la interaccion de los
diversos componentes presentes en el ECL, o inclusive de haberse alcanzado el efecto
méaximo con las dosis empleadas, o bien por tratarse de una sustancia citotoxica
especifica de una fase determinada en el ciclo celular por lo cual, aungue se aumenten
las dosis empleadas, solo una proporcion de células son sensibles a los efectos toxicos
(Velasco et al., 1993). El efecto citostatico, evidenciado en la disminucion
significativa del IP, en todas las dosis evaluadas, indica un efecto interesante,
considerando que, precisamente, las celulas cancerosas se caracterizan por la
disminucién o ausencia del control del crecimiento y proliferan intensivamente. Una
sustancia con efectos inhibitorios sobre la proliferacion de células cancerosas tiene un
alto potencial para ser utilizada como agente quimioterapeutico. En este caso se
requieren mayores estudios.

No obstante observarse un efecto del ECL de C. procera sobre la viabilidad y
la proliferacion de las células Jurkat después de 24 y 48 h de incubacion, las
fracciones cromatograficas purificadas, conteniendo las enzimas con actividad
proteasa, no provocaron un efecto citotoxico estadisticamente significativo. Tomando
en consideracidn que la fraccidn proteasa aislada se corresponde muy probablemente

con una cisteina proteasa, a juzgar por sus caracteristicas biogquimicas, estos
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resultados concuerdan con lo reportado por Soares et al. (2007), quienes evaluaron
tres fracciones con actividad proteolitica separadas del latex de C. procera utilizando
cromatografia de intercambio i6nico en una columna de flujo rapido de CM-sefarosa
equilibrada con acetato de sodio 50 mM pH 5 y eluida con 0,2 y 0,3 M de NaCl. De
estas fracciones, solo una, con masa molecular cercana a los 97 kDa, exhibio
actividad citotoxica sobre diversas lineas celulares cancerigenas. Estos autores
descartaron que las cisteina proteasas, abundantemente encontradas en el latex de esta
planta, tengan participacion en la citotoxicidad exhibida por el latex de C. procera
sobre células SF295 (cancer de cerebro) y MDA-MB-435 (cancer de seno), no
obstante, el efecto podria ser variable en diversas lineas celulares. En el presente
estudio, tampoco se observd efecto citotoxico sobre celulas Jurkat (leucemia
linfocitica).

Pedilanthus tithymaloides

Al evaluar el ECL de P. tithymaloides sobre la viabilidad celular, se encontré
diferencias significativas (p < 0,05) a las 24 y 48 horas con las dosis mas altas
empleadas (50 y 100 pg/mL), con tendencia a disminuir la viabilidad tanto a las 24
como a las 48 horas, a partir de la dosis méas baja utilizada (1 pg/mL), observandose
un efecto dosis-dependiente, contrario a lo encontrado con el ECL de C. procera.
Resultados semejantes fueron obtenidos en el IP de las células en presencia de las
diferentes concentraciones de ECL de P. tithymaloides observandose, para ambas
variables, un marcado efecto dependiente de la dosis (figura 24) en el cual el efecto
aumenta gradualmente al aumentarse la dosis empleada. La inhibicién del

crecimiento celular fue de 19, 40 y 44 %, al aplicar dosis de 10, 50 y 100 pg/mL,
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sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat. Las células (250 x10° cel/mL)

fueron tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron
después de 24 y 48 h, mediante el método del MTT. En los controles el ECL fue

sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los resultados se expresan como

promedios

diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Analisis de varianza (ANAVAR)

+

seguida de prueba de Dunnett.
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respectivamente, después de 24 horas de incubacion. A las 48 horas, el crecimiento
celular fue inhibido en proporciones semejantes (17, 34 y 40 % con dosis de 10, 50 y
100 pg/mL, respectivamente). No obstante, al evaluar las fracciones provenientes de
las separaciones cromatograficas de P. tithymaloides conteniendo enzimas con
actividad proteasa, no se encontrd efecto citotdxico, por lo que se puede sugerir que
el efecto citotdxico observado en el ECL podria ser consecuencia de la combinacién
de diversas sustancias presentes en el extracto crudo, o bien atribuible a otros
componentes de naturaleza soluble que podrian estar presentes en el ECL y se
eliminaron durante el fraccionamiento cromatografico, o inclusive no podria
descartarse la participacion de alguna otra proteina presente en el ECL.

En este sentido, tanto en el caso de C. procera como de P. tithymaloides,
puede sugerirse la participacion de las RNasas, debido a los antecedentes reportados
en la literatura, ya que diversas enzimas RNasas han sido evaluadas como
modalidades potenciales en terapias anticancer (Ardelt et al., 2009). Su potencial
citotoxico estd fundamentado en su capacidad para degradar ARN y en consecuencia
inhibir la biosintesis de proteina en los estados de transcripcion y traduccion. Los
agentes anticancer utilizados en las quimioterapias tradicionales generalmente tienen
como diana el ADN o ciertas proteinas con propiedades de receptores o transduccion
de sefales, no obstante, el ARN puede constituir un blanco efectivo para ciertas
drogas potenciales como las ribonucleasas (Porta et al., 2008). De las enzimas
RNasas evaluadas en su accion anticancerosa, una de ellas ha alcanzado a la fecha
ensayos clinicos, la enzima Ranpirnasa, denominada comercialmente Onconasa®,

extraida de oocitos y embriones de Rana pipiens, una proteina homéloga a la RSB,
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que, aunque menos eficiente cataliticamente, es mas citotoxica que la mayoria de sus
homdlogas RNAsas. Sus caracteristicas y efectos citotoxicos y anticancer han sido
extensivamente revisados (Rutkoski y Raines, 2008: Ardelt et al., 2009). Otra
evidencia se obtuvo a partir del latex de Chelidonium majus, una planta de la familia
Papaveraceae ampliamente distribuida en Europa y el oeste de Asia, de la cual se ha
logrado aislar dos nucleasas de 20 y 36 kDa con actividad RNasa y DNasa,
respectivamente, las cuales provocaron induccién de la apoptosis, dependiente de la
concentracion, en células HeLa originadas de cancer cervical humano vy
transformadas con virus de papiloma humano oncogénico tipo 18 (HPV18) (Nawrot
el al., 2008).

Al comparar ambas especies estudiadas en el presente trabajo, los resultados
indican que el ECL de C. procera presenta mayor efecto citotoxico y citostatico al
provocar disminucion de la viabilidad celular y del IP con dosis de 1 pg/mL,
observandose el efecto del ECL de P. tithymaloides a partir de 50 ug/mL, tanto a las
24 como a las 48 horas de incubacion.

b.- Necrosis y apoptosis celular

La exposicion de las células Jurkat a concentraciones crecientes de proteinas
laticiferas de ECL de C. procera durante 24 horas y analizadas por la técnica de
exclusion del azul tripano no mostrd efectos significativos sobre la necrosis celular
(figura 25). Por el contrario, el efecto dependiente de la dosis del ECL de Pedilanthus
tithymaloides fue entre 4 y 6 veces mas marcado en comparacioén con C. procera.

AUn con la dosis més alta de ECL de C. procera (200 pg/mL), no se observo necrosis
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Figura 25. Citotoxicidad del extracto crudo de latex (ECL) de Calotropis procera y
Pedilanthus tithymaloides sobre células Jurkat. Las células (10° células/mL) fueron
tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron después
de 24 h. Se utilizé la técnica de exclusion del azul tripano. En los controles el ECL
fue sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los resultados se expresan como
promedios de 8 experimentos independientes. (*) Diferencias con respecto al control
(p < 0,05) por Anélisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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celular en la misma magnitud a la observada en presencia del ECL de P.
tithymaloides (figura 26). No obstante, cuando se estudio la citotoxicidad del ECL de
C. procera utilizando la técnica de microscopia de fluorescencia con tincion con
naranja de acridina/bromuro de etidio, una técnica mas sensible a la del azul tripano
(Hathaway et al., 1964), si se observé toxicidad, independiente de la dosis empleada
(Figura 27 A), con poco o ningun efecto sobre la apoptosis y aumentando la necrosis
celular (p < 0,05) con respecto al control. La muerte celular puede ocurrir por
necrosis o por apoptosis. La necrosis es un fendmeno pasivo en el cual la sustancia
toxica que la desencadena altera las estructuras o las funciones celulares, produciendo
vesiculas, hinchazon y estallido celular, cuyo contenido afecta a las células vecinas
induciendo una respuesta inflamatoria. Por el contrario, la apoptosis es un proceso
activo que supone la activacion de determinados genes cuya expresion da lugar a la
sintesis de varias proteinas que pueden actuar bien como reguladores de la
transcripcion, frenando la proliferacion celular, o bien como activadores de enzimas
proteoliticas y nucleasas que alteran o fragmentan proteinas y ADN, y se considera
un mecanismo programado de respuesta bioldgica cuando la célula percibe un
conflicto entre las sefiales que percibe, procedentes del interior o del exterior
(Repetto, 1997). El efecto de una sustancia potencialmente tdxica para las células
cancerigenas es de mayor valor cuando induce la muerte celular a través de un
mecanismo principal de apoptosis para evitar los fendmenos de inflamacion
caracteristicos de la necrosis.

Los resultados indican que el ECL de C. procera provocd muerte celular por

necrosis, contrario a lo reportado por Soares etal. (2007), quienes evaluaron la
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A) Pedilanthus tithymaloides

Célulasnecroticas

Células viables

Figura 26. Microfotografias de células Jurkat tratadas con extracto crudo de latex
(ECL). (A) Calotropis procera. (B) Pedilanthus tithymaloides. Las células (10°
células/mL) fueron tratadas con 200 pug/mL de ECL. Las imagenes fueron obtenidas
después de 24 h con la técnica de exclusidn del azul tripano y son representativas de
un total de 8 repeticiones con un aumento de 20X. En los controles el ECL fue

sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5.
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Figura 27. Efecto citotdxico del extracto crudo de latex (ECL) en células Jurkat. (A)
Calotropis procera. (B) Pedilanthus tithymaloides. Las células (10° células/mL) fueron
tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron después de
24 h. Se utilizd la técnica de microscopia de fluorescencia con naranja de
acridina/bromuro de etidio. En los controles el ECL fue sustituido por acetato de sodio 50
mM pH 5. Los resultados se expresan como promedios + DE de 8 experimentos
independientes. (*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Analisis de
varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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citotoxicidad de un extracto de proteinas laticiferas de C. procera sobre lineas
celulares HL-60 (leucemia promielocitica humana) encontrando un incremento en el
namero de células apoptoticas utilizando la técnica de microscopia de fluorescencia
con tincion con naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BE).

Los estudios con ECL de P. tithymaloides sobre las células Jurkat utilizando
la técnica de microscopia de fluorescencia (figura 27 B) indicaron disminucién de la
viabilidad y aumento de la necrosis y apoptosis celular con diferencias significativas
(p < 0,05) con respecto al control y un efecto mas marcado y dosis dependiente, tanto
en la necrosis como en la apoptosis, obteniéndose un efecto interesante con la dosis
de 50 ug/mL, con la cual el porcentaje de células apoptoticas fue de 30 %, lo que
representa 9 % mas alto en comparacion con las células necréticas.

Citotoxicidad de las fracciones terpenoides

Al evaluar el efecto citotoxico del extracto metandlico de latex (EML) que
contiene la fraccion terpenoide de C. procera se encontrd que la viabilidad disminuyo
significativamente (p < 0,05) a las 24 y 48 horas, con todas las dosis probadas, de
forma independiente de la dosis (figura 28), con respecto al control. A las 48 horas se
produjo una inhibicién de 15 % con la dosis de 1 pg/mL. Asimismo, provoco
inhibicion de la proliferacion celular con todas las dosis utilizadas y estadisticamente
significativas con respecto al control (p < 0,05). Al igual que con el ECL, el EML de
C. procera presentd efectos independientes de las dosis utilizadas, lo que puede ser
consecuencia de haberse alcanzado el maximo efecto posible con la dosis de 1

pg/mL.
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Figura 28. Efecto del extracto metanolico de latex (EML) de Calotropis procera

sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat. Las células (250 x10° cel/mL)

fueron tratadas con las concentraciones indicadas de EML. Los datos se obtuvieron

después de 48 h, mediante el método del MTT. En los controles el EML fue

sustituido por DMSO a una concentracion final de 0,5 %. Los resultados se expresan

como promedios + DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.

(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza
(ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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El EML que contiene la fraccion terpenoide de P. tithymaloides provoco una
disminucién significativa (p < 0,05) sobre la viabilidad con todas las dosis evaluadas
a las 24 y 48 horas de incubacion, de forma no dependiente de la dosis (figura 29), sin
efectos significativos sobre la proliferacion de las células.

El efecto inhibitorio del EML de ambas especies sobre las células Jurkat
estuvo ubicado entre 12 y 18 % por lo cual no se considerd realizar estudios de
necrosis y apoptosis celular, debido al relativamente bajo potencial citotdxico en
comparacion con los ECL, los cuales provocaron porcentajes de inhibicion celular
entre 10 y 44 %, comparando en ambos casos los resultados obtenidos después de 48

h de incubacion.
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Figura 29. Efecto del extracto metanolico de latex (EML) de Pedilanthus

tithymaloides sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat. Las células (250

x10° cel/mL) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de EML. Los datos se

obtuvieron después de 48 h, mediante el método del MTT. En los controles el EML

fue sustituido por DMSO a una concentracion final de 0,5 %.

expresan como promedios + DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.

(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza
(ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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VI.- CONCLUSIONES
El latex de Calotropis procera contiene en promedio 40,5 + 8,2 mg de
proteina/mL, alrededor de 1,5 veces menos que el latex de Pedilanthus
tithymaloides, que contiene en promedio 60,8 £ 14 mg/mL.
El latex de C. procera presentd actividad proteolitica sobre azocaseina,
ovoalblmina, ASB vy caseina. La actividad sobre ovoalbumina fue mayor a pH 5
y 70°C. EIl latex de P. tithymaloides no presentd actividad sobre ASB ni
ovoalbumina pero si hidrolizo la caseina y la azocaseina. La actividad proteasa
del ECL de P. tithymaloides sobre azocaseina fue 6ptima a pH 8,5y 70 °C.
Utilizando cromatografia de intercambio idnico se logré separar fracciones con
actividad proteasa y fracciones con actividad RNasa en el latex de ambas especies
en estudio. La elucion de las RNasas y de las proteasas del latex de C. procera fue
méaxima con 0,45 a 0,5 M de NaCl y 0,56 a 0,59 M de NaCl, respectivamente. En
el latex de P. tithymaloides la elucién de las RNasas y proteasas fue a 0,3y 0,2 M
de NacCl, respectivamente.
La separacion electroforética de proteinas del latex de C. procera permitié la
observacion de 5 proteinas con pesos moleculares entre 28 y 30 kDa. En geles
tefiidos con nitrato de plata se observaron 10 polipéptidos. En el latex de P.
tithymaloides se observaron 9 proteinas con pesos moleculares entre 11y 70 kDa.
En ambas especies, las proteinas con actividad proteasa y RNasa presentaron
valores de masa molecular entre 28 y 30 kDa, ninguna de las cuales resulto ser
glicosilada en el latex de C. procera. La proteina con actividad RNasa presente en

el latex de P. tithymaloides es glicosilada.
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6. Los extractos metandlicos laticiferos presentaron una concentracion de fraccion
terpenoide de 4 % y de 1,78 % (p/v) en Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides, respectivamente.

7. Los efectos citotoxicos del ECL y del EML de C. procera resultaron ser
independientes de las dosis evaluadas, con efectos inhibitorios sobre la viabilidad
y la proliferacién celular en las 24 y 48 horas de incubacién a partir de 1 pg/mL.
Las fracciones purificadas de proteasas no provocaron efectos citotdxicos sobre
las células estudiadas.

8. EI ECL de P. tithymaloides presento un efecto citotoxico dependiente de la dosis
sobre las células Jurkat. Con la dosis de 50 pg/mL fue mayor la apoptosis en
comparacion con la necrosis. EI EML provoco efectos citotoxicos independientes
de las dosis empleadas. Las fracciones purificadas de proteasas no provocaron

efectos citotoxicos sobre las células estudiadas.
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VIl.- RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de caracterizacion bioquimica de las enzimas

identificadas en el latex de estas plantas.

Realizar experimentos para evaluar sustratos especificos para cisteina, serina o
aspartil proteasas y en presencia de inhibidores especificos a los fines de realizar
una caracterizacion bioquimica mas detallada de las proteasas presentes en los

latices de las plantas en estudio.

Realizar estudios de citotoxicidad de los ECL y EML sobre otras lineas celulares

cancerigenas y determinar los valores de 1Csp correspondientes.

Evaluar el efecto citotoxico y citostatico de las enzimas RNasas presentes en los

latices de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides.

Aislar, purificar y caracterizar la proteina glicosilada de 26 kDa contenida en el
latex de Pedilanthus tithymaloides, de mayor abundancia relativa, y, de acuerdo a
lo encontrado en el presente trabajo, su purificacion puede lograrse con dos pasos
de cromatografia que incluye una cromatografia de intercambio cationico seguida
de una cromatografia de afinidad con un intercambiador unido a la Concanavalina
A, una lectina que une de forma especifica los glucidos incluyendo los que

normalmente se encuentran en las glicoproteinas.
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ANEXO 1

Fuerza i6nica de las soluciones amortiguadoras utilizadas en la extraccion de las
proteinas de ECL

En las disoluciones diluidas de los no electrolitos, se admite que son
practicamente iguales las actividades y las concentraciones, ya que las fuerzas
electrostaticas no dan lugar a que se produzcan desviaciones importantes del
comportamiento ideal. En soluciones que contienen solo electrolitos débiles se
desprecian las diferencias entre las concentraciones iénicas y las actividades, debido a
que el numero de iones formados es bajo y las fuerzas electrostaticas practicamente
nulas. Por el contrario, en presencia de electrolitos fuertes, solos 0 en combinacion
con electrolitos debiles, como en los sistemas reguladores de pH, se requiere hacer
uso de las actividades y la fuerza ionica en lugar de las concentraciones (Segel,
1982). La fuerza idnica representa la contribucion de las fuerzas electrostaticas de

todos los iones en disolucidn y se calcula a traves de la siguiente ecuacion
n
I ! Z CiZi?
== 41
2.4
l
Donde:

I= Fuerza idnica expresada en unidades de concentracion (mM)
C= Concentracion en moles/L

Z= Valencia del idn (carga i6nica)

Para realizar los calculos, se requiere utilizar la ecuacién de Hendersson-
Hasselbach (HH) que relaciona la constante de disociacion (Ka) del acido debil y el

pH de la disolucion:
[A7]
pH = pKa + log m
Donde:
pH = Logaritmo negativo de la concentracion de H*

pKa = Logaritmo negativo de la constante de disociacion del acido
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A" = Concentracion de la base

HA = Concentracién del acido

Para calcular las concentraciones del par &cido-base que se utilizaron para
preparar los amortiguadores correspondientes, se presentara un ejemplo para un
determinado valor de pH en cada caso:

A) Acetato de sodio

B) Fosfato de sodio

C) Tris-HCI

Acetato de sodio
pH =45
pK = 4,77
[A7]

pH = pKa + log m
Sustituyendo en la ecuacion HH y despejando:
[CH;C00~Na™]

[CH;COOH]

4,5 =477 + log

[CH;CO00~Na*]
[CH;COO0H]

4,50 — 4,77 = log

[CH;C00~Na*]

—0,27 = |
°9 ™ [CH,C00H]

[CH;C00~Na*]
[CH;COOH]

= antilog — 0,27

[CH;C00~Na*]

— 10—0,27
[CH;COOH]
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[CH;CO0~Na*]

= 7
icH,coom] - 0”3

[CH;C00~Na*]=X
[CH;COOH] = X/0,537
Luego, si |1 =30 mM,

n
I—lz:C'Z'2
—2 ' L4l
i

Se sustituye en esta ecuacion:

I =% [CH;€007)(1%) + (Na™)(1)?]

=2 (2X)=X

[ =0,03M
[CH;C00~Na*] =X =0,03M =30 mM
[CH;COO0H] = X/0,537 =0,03/0,537 = 0,0559 M = 56 mM

Es decir, para preparar una solucion amortiguadora de acetato de sodio con
una fuerza iénica de 30 mM (I=30 mM) se utilizan 30 mM de acetato de sodio y
56 mM de &cido acético que constituyen el par acido-base para una concentracion

final de la solucion de 86 mM.

Fosfato de sodio

pH =6,0

pK = 6,8
4]
[HA]

Sustituyendo en la ecuacién HH y despejando:

pH = pKa + log
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[Na,HPO;?]

6,0 = 6,8 + log —[NaH2P04_]

[Na,HPO;?]

6,0 — 6,8 = log —[NaHzPOI]

[Na,HPO;?]
~08= 09 N, po;T

[Na,HPO;?]

[NaH—zPOZ] = antilog — 0,8

[Na,HPO;?] _

0—0,8
[NaH2PO4_]

[Na,HPO;?]

= 0,158
[NaH,PO; ]

Na,HPO; %=X
NaH,P0; = X/0,158
Luego, si | =30 mM,

n
1—1202'2
—2 ' 41
l

Se sustituye en esta ecuacion:

1=% [ (HPO;%)(2%) + (H,PO;)(1)* + (Na)(1)* ]

X
0,158

I =% [CO@D) + G (D? + (NaHPO;? )(1)* + (NaH,PO; )(1)? ]
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X
0,158 X 0,158

1—1[4X+
2

[ 1 [0,632X +X+0,316X + X]
2 0,158

1 (2,948X)
—2\0,158

I =9,329X
Sil=0,03M — X=3,22x10°M

NayHPO;?=X=3,22x10°M=3,2mM

Por lo tanto

NaH,P0O,; = X/0,158 = 0,02035 M = 20,3 mM

Es decir, para preparar una solucién amortiguadora de fosfato de sodio con una
fuerza ionica de 30 mM (1I=30 mM) se utilizan 3,2 mM de fosfato de sodio
dibasico y 20,3 mM de fosfato de sodio monobasico que constituyen el par acido-

base para una concentracion final de la solucion de 23,5 mM.

Tris- HCI
pH=17,0
pK =8,1
H =pKa+lo ﬂ
Sustituyendo en la ecuacién HH y despejando:
7,0=81+1 [Tris’]
T %9 Trist]
7,0~ 81 = log L]
’ L =09 [Trist]
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[Tris®]
-1,1= lOg W

[Tris®]

— = ] -1,1
[Tris*] antilog ,

[Tris’]
[Trist]

0,08

[Trist] =X
[Tris®]=(X)(0,08)
Luego, si | =30 mM,

n
I—lz:C'Z'2
—2 ' L4l
i

Se sustituye en esta ecuacion:

I =% [Tris™)(1%) + (C17)(1)?]

I[= % (2X) = X
I =0,03M
[Tris*]=0,03 M = 30 mM
[Tris°] = 0,08 x 0,03 = 0,0024 M = 2,4 mM

En este caso se prepara una solucion de Tris base 32,4 mM vy se ajusta con HCI

hasta alcanzar el pH requerido.
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Resumen de la preparacion de los amortiguadores con igual fuerza idnica (1)

utilizados en la extraccion de las proteinas laticiferas

pH [CH;€00~Na*] (mM) [CH3;COOH](mM)  Total mM

4,0 30 176 206
4,5 30 56 86
5,0 30 20 50
5,5 30 6 36
[Na,HPO; 2] [NaH,PO; ]
5,5 1,3 26 27,3
6,0 3,2 20,3 23,5
6,5 6,0 12 18
[Tris'] [Tris°]
7,0 30 2,4 32,4
7,5 30 7,5 37,5
8,0 30 24 54
8,5 30 70 100
9,0 30 240 270

Para todos los amortiguadores, 1 = 30 mM.
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