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Resumen

Estudios preliminares indican que, el latex fresco del “Mito” tiene una actividad especifica de papaina de 1,84
veces mayor a la encontrada en el latex of papaya, por lo que el objetivo de este trabajo fue purificar y
caracterizar las proteasas del latex fresco del “Mito” que tuvieran actividad de papaina. El extracto crudo de
proteasas se obtuvo a partir del latex de “Mito” el cual fue resuspendido (1:1) en buffer acetato de Na 10 mM
a pH 5,0; inmediatamente se precipitaron proteinas a pH 9,0 y luego con sulfato de amonio al 45%.
Posteriormente se purificd en una columna de Sephadex G-100 y se obtuvieron tres fracciones: A, B y C;
utilizando como sustrato caseina se midid la actividad enzimatica especifica (AEE). Se encontr6 que para la
Fraccion A la AEE fue de 87,74 nkat.mg‘proteina, para la Fraccion B fue de 14,93 nkat.mg‘proteina y para la
Fraccion C fue de 16,13 nkat.mg-‘proteina. La AEE de la fraccion A frente a la de papaina de latex fresco de
C. papaya fue 13,3 veces mayor. En el analisis electroforético (gel desnaturalizante, 12%) se observa para la
fraccion A dos bandas de proteinas teniendo una de ellas una “relacion de frente” semejante al estandar de
papaina. Ademas, se observd que la fraccion A (papaina de “Mito”) frente a diferentes concentraciones de
caseina, usada como sustrato, presenta una curva sigmoidea michaeliana; a diferentes volimenes de enzima se
muestra un comportamiento lineal; tiene un pH 6ptimo a 7,5 y es activa hasta 60 °C.

Palabras clave: Lomas de Per(; papaya silvestre; latex; papaina; Vasconcella candicans (A. Gray).

Abstract

Preliminary studies indicate that, the "Mito" fresh latex, has a specific activity of papain from 1.84 times
greater than that found in the latex of papaya, so the objective of this study was to purify and characterize
"Mito" fresh latex proteases that have activity of papain. The crude extract protease was obtained from the
"Mito" latex which was re-suspended (1:1) in 10 mM Na acetate buffer at pH 5.0; immediately proteins were
precipitated at pH 9.0 and then with 45% ammonium sulfate. Subsequently, the proteins were purified on a
Sephadex G-100 column and were three fractions: A, B and C. Using as a substrate casein, the enzymatic
specific activity (ESA) was measured and was found to be the fraction A was 87.74 nkat.mgprotein, for
fraction B was 14.93 nkat.mg*protein and for fraction C it was 16.13 nkat.mgprotein. ESA of fraction A
against papain of fresh latex of C. papaya was 13.3 times greater. Electrophoretic analysis (12% denaturant
gel) shows for A fraction, two protein bands having one of them a relation similar to the papain standard. In
addition, there was observed that the A fraction (papain of "Mito") against different concentrations of casein,
used as a substrate, displays a michaeliane sigmoid curve; different volumes of enzyme shows a linear
behavior; it has an optimum pH of 7.5 and is active up to 60 °C.

Keywords: Hills of Peru; wild papaya; latex; papain; Vasconcellea candicans (A. Gray).

1. Introduccion Carica y Vasconcellea, antiguamente se
Los dos géneros econdémicamente mas  encuentran clasificadas en el género
importantes de la familia Cariacaceae son  Carica; sin embargo, estudios genéticos y
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filogenéticos a secuencias de ITS vy
plastidios (Kyndt et al., 2005) han
mostrado una clara separacion entre
Carica papaya L. y las 21 especies de
Vasconcellea, lo que confirma su
clasificaciébn en dos géneros separados
(Badillo, 2000).

La familia Caricaceae presenta especies
con laticiferos articulados que contienen
un latex lechoso (Hegnauer, 1964), que son
fuente tradicional de enzimas proteoliticas
gue son ampliamente utilizados en la
industria (Malek et al., 2016). Badillo
(2000) menciona que un 30% de proteinas
corresponden a cisteina proteasas, las
cuales estdn en una alta concentracion
molar, superior a 1 mM (Oberg et al.,
1998).

Azarkan et al. (2003) indican que el latex
de C. papaya L. es una fuente rica de las
cisteinas endopeptidasas, incluyendo la
papaina (EC 3.4.22.2), glicil-
endopeptidasa (O papaya proteinasa 1V;
EC 3.4.22.25), quimopapaina (EC
3.4.22.6) y caricaina (anteriormente
conocida como proteinasa W (EC
3.4.22.30) y que constituyen mas del 80%
de la fraccion enzimética del latex.

La papaina (EC 3.4.222) es un
constituyente menor (5-8%) entre las
endopeptidasas del latex de papaya (Barret
et al.,, 1998; Azarkan et al., 2003), sin
embargo, presenta una extensiva actividad
proteolitica hacia proteinas, péptidos,
esteres de aminoacidos y amidas y es
aplicada en el campo de medicina e
industria (Uhlig, 1998; Chaplin, 2002), por
lo que los constituyentes del latex de C.
papaya se han investigado a fondo desde el
pasado (Drenth et al., 1968; Mitchell et al.,
1970).

Aunqgue en el género Vasconcellea, el latex
crudo de V. heilbornii ‘babaco’ ha
revelado una equivalente actividad
proteolitica y lipolitica (Dhuique-Mayer et
al., 2001), algunos estudios en V. stipulata
y algunos genotipos de V. heilbornii
babaco, y V. -cundinamarcencis, han
reportado entre 4 a 13 veces mas actividad
proteolitica (Scheldeman et al., 2002). Sin
embargo, hasta ahora, solo el latex de V.

-8-

cundinamarcensis se ha estudiado en
detalle (Baeza et al., 1990; Walraevens et
al., 1993; Pereira et al., 2001).

En las lomas de Per( existe un miembro de
este género, Vasconcellea candicans (A.
Gray) A. DC 1864 (Mito), un arbusto
caracteristico (Mendoza y Eusebio, 1995)
que tiene importancia ecoldgica como
captador de neblina, productor primario
junto con el estrato arbustivo-arboreo, asi
como también es habitat y nicho ecoldgico
de organismos importantes, para mantener
el ciclo de materia y energia (Cuya-Matos,
1992).

El “mito” es una papaya silvestre que se
encuentra en peligro de extincién, el fruto
es de sabor agradable, aromatico, que se
consume en forma natural o soasada, en
bebidas y mermeladas, atribuyéndole
propiedades nutritivas. Se le usa como
digestivo y el Ilatex sirve para el
tratamiento de la Leishmaniasis (Uta) y
Bartonelosis (Verruga) (Soukup, 1970;
Brack, 1999; de Feo et al., 1999).

En un estudio preliminar (Gutiérrez y
Santa Cruz, 2016) demostramos que la
actividad enzimatica especifica de proteasa
(papaina), del latex de V. candicans es 1,84
veces superior a la de C. papaya, cuando
es semipurificada y guardada en buffer
acetato a pH 7; por lo que el objetivo de
este estudio fue purificar y caracterizar la
enzima proteasa (papaina) del latex de los
frutos de V. candicans.

2. Materiales y métodos

Muestra

De una planta de Vasconcellea candicans
(A. Gray) A. DC (mito) se obtuvieron ocho
frutos con madurez fisiolégica (peso,
tamafio), pero no madurez organoléptica,
para la extraccion del latex y su posterior
purificacion de proteasas y caracterizacion
de las proteasas mayoritarias.

Extraccion del latex Vasconcellea
candicans

Cada fruto (mito) fue desinfectado con
lejia (1%), enjuagado con agua potable

(estéril) y secado. Luego se estimé el peso
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fresco (g), con una balanza analitica
(Ohaus, AP210-0, USA) vy se extrajo el
latex el cual se peso (g), para cada fruto,
segun la técnica mencionada por
Nitsawang et al. (2006).

Purificacion de las proteasas desde el
latex con precipitacion por sales
Utilizando el método modificado de
Baines y Brocklehurst (1978) modificado
por Monti et al. (2000), se procedio de la
siguiente manera: Se disolvieron 5,0 g de
latex estabilizados con EDTA (1mM pH7)
y con buffer acetato de sodio (10 mM a
pH5.0) 1:1 w/v, hasta tener un pH 5
teniendo un volumen de 10 mL (M1). La
solucidn de latex M1 fue ajustada hasta pH
9,0 agregandole granallas de NaOH
(221465 Sigma-Aldrich), en agitacion
(agitador magnético Labor MRM LE302,
Bulgaria). Se dej6 reposar 10 min en
refrigeracién a 4 °C (refrigeradora Bosch,
KANG0, Alemania) y luego se centrifugd a
3000 g x 15 min a 4 °C (centrifuga IEC
HN-SII, USA), se obtuvo 50 mL de
sobrenadante (M2) y se descartdé el
precipitado. Posteriormente al M2 se le
llevo a una saturacion del 45% con
(NH.)2S0, (A4418 Sigma), el cual fue
agregado lentamente y en agitacion por 30
min. Se dejo6 en reposo a 4 °C por 14 horas
y luego se centrifugd a 3000 g x 15min a 4
°C. Al precipitado se le llamo Extracto
Crudo (EC) y fue desalinizado a través de
un filtro Milliport (MWCo 10,000),
lavandolo y concentrandolo con el buffer
acetato sodio (10 mM) maés acetato de
calcio (5 mM) a pH 7,5 a 37 °C, para lo
cual se centrifug6 a 3000 g x 15 min por 2
veces consecutivas  obteniéndose un
volumen final de 3,5 mL, luego el extracto
se pasd por la columna de Sephadex G-
100. A todas las muestras generadas se les
cuantifico la concentracion de proteinas
totales (método de Microlowry) cuya
absorbancia de la solucién de color se leyd
en un espectrofotometro ((Shimadzu, UV-
1700, Japan), a 700 nm. La concentracion
de proteina se determind a partir de una
curva de calibracién, utilizando BSA
(A9647 Sigma-Aldrich).

Preparacion de las proteasas por croma-
tografia de Sephadex-G100

Se utilizo el método de Robinson (1975)
modificado por Baines y Brocklehurst
(1978). Se prepard una columna Sephadex
G-100 (G100120 Sigma) de 21,0 x 2,0 cm,
con los siguientes factores de elucion:
volumen vacio (Vo) = 24,5 mL; volumen
total (Vt) = 99,5 mL; volumen de retencion
(Vr)=71,5mL; Kav=Vr-Vo/Vt-Vo
=47 /75 = 0,62 mL. Estos factores fueron
determinados a un flujo de 1,0 mL/min. EI
intervalo de fraccionamiento de esta
columna para proteinas globulares est&
entre los pesos moleculares PM: 4000 —
150000 daltons. EI EC fue aplicado a la
columna pre-equilibrada con el buffer
acetato de sodio (10 mM, pH 5) que
contenia EDTA (1mM) (E4884 Sigma-
Aldrich) y cuyos eluatos de 2,5 ml/min
fueron colectados (volumen total 200 ml).
A cada eluato colectado se le midio la
absorbancia en espectrofotometro
(Shimadzu, UV-1700, Japan), Az nmy se
calculdé la concentracion de proteinas
segun la formula y = 0,0078-X que fue
obtenida de la curva de calibracion utili-
zando albimina de suero bovino (BSA
A9647-Sigma).

Electroforesis en geles de poliacrilamida
La electroforesis desnaturalizante se
desarrolld segun el método de Laemmli
(1970) utilizando un gel de separacion de
12% y un gel de apilamiento al 4% de
poliacrilamida y a una corriente constante
de 200V y 24 mA. La cantidad de muestra
utilizada fue un equivalente de 40 pg de
proteinas denaturadas con 2-mercapto-
etanol (5%) (M7154 Sigma) y SDS (4%)
(436143  Sigma-Aldrich) sobre agua
hirviente durante 60 s. Los geles fueron
teflidos con Coomassie-Azul R-250 (0,1%)
(Merck). Como estandar de peso molecular
se usé una solucion de papaina de latex de
papaya (PM: 21 kDa) (Sigma P3125).

Ensayo enzimatico de proteasa

Se utilizé el protocolo de Sigma (1999). El
ensayo utiliz6 455 pL de Buffer-Sustrato
que fue caseina al 0,65% (p/v) (C3400
Sigma) en buffer fosfato de potasio (50
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mM, pH 7,5 a 37 °C), al cual se le adicion6
50 pL de la muestra y se incubd a 37 °C
por 10 min. La reaccion fue detenida con
455 ul de acido tricloroacético (110 mM)
(Merck) vy el sistema siguié en incubacién
por otros 30 min. Cada reaccion tuvo su
control negativo al cual se le adiciono la
enzima después del tricloroacético.

Los productos de la reaccion fueron
separados en una centrifuga refrigera a
9000 g por 3 min a 4 °C (Hettich, Mikro
200R, Germany). A 625 pl del
sobrenadante se le adicionaron 1570 pl de
carbonato de sodio (500 mM) (223484
Sigma-Aldrich) y 250 ul del reactivo de
Folin & Ciocalteau’s (47641 Sigma) y se
midié la absorbancia a 660 nm. Para
estimar la actividad enzimatica se utilizo la
siguiente formula y = 0,001-x + 0,0211, la
cual se obtuvo de la curva patron de L-
Tirosina (1,1 mM) (T4321 Sigma). La
Actividad Enziméatica (AE) se definié
como la cantidad de enzima que hidroliza
caseina y produce un color cuya absorban-
cia equivalente a 1 umol (181 pg) de L-
Tirosina por minuto a pH 7,5y 37 °C (con
reactivo de color Folin & Ciocalteu’s).
Nuestros resultados fueron convertidos a la
unidad katal, sabiendo que lkatal equivale
a 60 x 10° unidades de actividad enzima-
tica (AE). La Actividad Enzimatica
Especifica (AEE) se obtuvo relacionando
la AE/mg proteina.

Estudio de la cinética

EL Km y Vmax fue determinada por la
gréfica de Lineweaver-Burk, considerando
seis concentraciones de caseina entre 0,65
a 6,5 mg. La temperatura Optima fue
determinada incubando la mezcla de la
reaccion a diferentes temperaturas, con
rango desde 9 °C hasta 45 °C. El pH
Optimo fue medido usando los siguientes
buffers: buffer de acetato de sodio de pH
5,6; buffer fosfato de potasio de pH 7,5;
buffer Tris-HCI de pH 8,8 y buffer Glicina
de pH 9,5.

El efecto de la concentracién de la Enzima
purificada fue medido utilizando diferentes
volimenes de enzima que equivalen desde
7,12 a 35,6 g de proteina.

Para medir el efecto de iones se utilizaron:
calcio desde CaCl, a concentraciones de
2,5 a 15,0 uM y fosforo inorganico desde
H2PO, desde 1,3a 9,1 uM.

Disefio experimental y analisis de datos
Para seguir los pasos de purificacion y
caracterizacion de las proteasas con activi-
dad enzimatica, se tuvo como variables la
concentracién de proteinas y la actividad
de la papaina, las cuales fueron evaluadas
por triplicado en cada fraccion y en cada
paso de purificacion. Se utilizo ANOVA
de una via usando SPSS v19 para evaluar
la existencia de diferencias significativas
entre los tratamientos. Para comparar las
medias se aplicé el estadistico de Tukey y
para establecer el efecto entre las variables
se utilizo la Correlacion de Pearson.

3. Resultados y discusion

Las caracteristicas biométricas de los
frutos de “mito” colectados para esta
investigacion tuvieron: Peso x = 149,8+
38,99 g, longitud x=12,37 £ 1,56 cm vy el
latex colectado x= 0,827 £ 0,14 g/fruto.
Andlisis de las proteinas

El latex colectado de “mito” fue procesado
segun descrito en la seccion anterior, deter-
minandose la concentracion de proteinas
durante la purificacion (Figura 1).

18 .

16
=14
T 12

Proteina (mg

_
o N A O 0o
®
o

M M

EC  FraccionA FrancionB FraccionC Ldex Papaina

pepaya  Sigma
fresca

Figura 1. Concentracion de proteinas de las
diferentes muestras obtenidas en el proceso de
purificacion de proteasas del latex de V.
candicans. M1: Latex de mito fresco diluido (1:1
con buffer acetato). M2: Sobrenadante del Latex de
mito llevado a pH 9,0. EC: Sobrenadante M2
saturado con sulfato de amonio 45%. Fracciones A,
B y C obtenidas en columna Sephadex G-100. Latex
de papaya fresca diluida 1:1 con buffer acetato.
Papaina sigma. Segun Analisis de Tukey, letras
diferentes en las barras presentan diferencias estadis-
ticas con a=0,05 (7,24 grados de libertad).
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Se observa que existen diferencias signifi-
cativas entre las muestras. La muestra
denominada EC proveniente del latex de
“mito”, presenta la mas alta concentracion
de proteinas (15,78 pg proteina-ul?).
Estos datos se utilizaron para determinar
donde se encontraba la proteina de interés
y ademas la pureza de las fracciones, para
lo cual se midi6 la actividad enzimatica
especifica (AEE) de la papaina relacio-
nando la cantidad de la proteina especifica
relativa frente a la cantidad de proteinas
totales (Ritchie, 2012).

Purificacion

El latex de V. candicans diluido 1:1 con el
buffer acetato 10 mM, pH 5 (M1), mostré
una AEE de 12,1 nkat'mg*-proteina y
después de llevarlo a pH 9,0 y pasandolo
por un filtro Milliport (M2), se observa un
aumento de la AEE en 60% (19,30
nkat-mg™t-proteina) (Tabla 1), lo cual se
debe a que a este pH un gran nimero de
proteinas precipitan, quedando libre un
grupo reducido de proteinas, donde la
mayoria son cisteinas proteasas, dentro de
las cuales esta la papaina y sus isoenzimas
(Kimmel y Smith, 1954; Gomes et al.,
2008).

El EC desalinizado mostro un incremento
de AEE frente a M1 de 147% (29,9
nkat-mgt-proteina). Resultados similares
obtuvieron Arnon (1970) y Nitsawang et
al. (2006) quienes precipitaron papaina de
C. papaya con una saturacion de 40% y
45% de sulfato de amonio, respectiva-
mente y observaron el aumento de la
actividad de la enzima. Wang et al. (2006)
demostraron gue en las proteinas existe un
nacleo hidrofébico que ayuda a estabilizar
su estructura terciaria por interaccion
hidr6foba, mientras que las superficies
polares externas preferentemente interac-
than con el medio acuoso exterior. Por lo
tanto, al agregarse altas concentraciones de
sal, la estructura terciaria y secundaria de
proteasas como la papaina se exponen mas
al solvente, y causa un aumento del nime-
ro de las interacciones entre los grupos
hidréfobos expuestos en la superficie y el
solvente (Edwin y Jagannadham, 2000), lo

cual trae como consecuencia la agregacién
de estas proteasas. Kimmel y Smith
(1954), Gomes et al. (2008) y Malek et al.
(2016) postulan que al precipitar y cristali-
zar estas proteasas se liberan de sus
inhibidores (péptidos, iones, otras protei-
nas etc.), por lo cual incrementan su
actividad.

El patrén de elucion de la cromatografia en
columna de Sephadex G-100 nos indica
claramente que se eluyo tres fracciones de
proteinas (Figura 2), encontrdndose una
AEE menor para la Fraccion By C (14,93
y 16,13 nkat:mg*proteina, respectiva-
mente), que para la Fraccién A (87,74
nkat-mgt-proteina). Nuestros resultados
difieren de Kyndt et al. (2005) quienes
encontraron para Vasconcella x Heilbornii
(Badillo)  Badillo var.  pentagona
(Heilborn) (Caricaceae) que la actividad de
sus cisteinas proteasas estaban en el rango
de 7,5 a 23,3 nkat.mg proteina?, la cual
comparada con la quimopapaina del latex
de papaya (1,68 nkat-mg™-proteina) estaba
entre 4,5 a 14 veces mas alta. También
difieren de la actividad de cisteina
proteasas de V. cundinamarcensis (14,2
nkat-mgt-proteina) reportada por Gravina
et al. (1994). Sin embargo, es comparable
con la actividad de cisteina proteasa (84
nkat-mgl-proteina) reportada para V.
cundinamarcensis por Pereira et al. (2001).
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0 50
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Figura 2. Cromatografia en columna con
Sephadex G-100 desde EC del latex de
Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC 1864
(Mito): Columna 21,0 x 2,0 cm, buffer acetato
50 mM, pH 5,6; promedio de flujo: 1 mL.min,
Se muestra la concentracion de proteina
(Az80nm) de cada eluato.
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Tabla 1
Purificacion de proteasas de latex de Vasconcellea candicans (mito)
Etapas/Muestras  Volumen AE Proteina Tﬁgl P[?éf;?a AEE Purifi- 2?;?;0
*' 0 i1 16
*) (mL) (nkat/mL) (mg/mL) (nkat) (mg) (nkat/mg-proteina) cacion %)
1. Latex (M1) 10,00 55,30 4,47 553,05 45,70 12,10 1,00 100,00
2. Latex M2 5,00 107,52 5,57 537,59 27,85 19,30 1,60 97,21
3.EC 0,70 471,77 15,78 330,24 11,05 29,90 247 59,71
4. Fraccion A 0,50 106,17 1,21 53,08 0,61 87,74 7,25 9,60
Fraccion B 0,40 16,72 1,12 6,7 0,45 14,93
Fraccion C 0,50 14,03 0,87 7,0 0,44 16,13
Papaina (latexde 55y 5381 362 1191 18,10 6,58
papaya)
Papaina (estandar) 1,00 51,69 2,08 51,7 2,08 24,85

(*) M1 =Létex 1:1 con buffer acetato 10 mM pH 5 (3000 x g sobrenadante latex). 2) M2= Latex soluble: Se llevé a pH 9.0
(3000 x g sobrenadante latex). 3) EC.= Fraccionamiento con sulfato de amonio al 45%. Lavado y concentrado con Filtro
Milliport. 4) Fraccién A (Cromatografia Gel de filtracion Sephadex G-100, concentrado con Filtro Milliport). Fraccién B
(Cromatografia Gel de filtracion Sephadex G-100). Fraccion C (Cromatografia Gel de filtracion Sephadex G-100). Papaina,
Latex de papaya (1:1) con buffer acetato 10 mM pH 5 (3000 x g sobrenadante latex). Papaina de papaya (Sigma P3125).

Electroforesis en gel de poliacrilamida
(12%) con SDS

El andlisis de SDS/PAGE al 12% (Figura
3) a través de Quantity One 1-D de las
fracciones obtenidas en la purificacion con
Sephadex G-100, corresponde al estandar
de papaina de latex papaya (P3125) con un
peso molecular de 21,0 kDa (carril 1). En
M2 se encuentran tres bandas cuyos Rf son
1,69, 1,75 y 1,91 (carril 2). En M1 se
observan cuatro bandas con un Rf de 1,28,
1,39, 2,41y 2,62 (carril 3). En la Fraccion
C, no se observd ninguna banda a la
concentracién de proteinas usada (carril 4).
En la Fraccion B se encuentran dos bandas
con Rf 1,72 y de 1,88 (carril 5). En la
Fraccion A se visualizan dos bandas con
Rf 2,13 y 2,46 (carril 6). Probablemente
estas bandas de la Fraccion A y B podrian
corresponder a la papaina, la quimo-
papaina, cariana, quitinasa y/o péptidos
inhibidores, las cuales han sido observadas
por Kimmel y Smith (1954), Baines y
Brocklehurst (1979) y Nitsawang et al.
(2006). La separacion de cuatro proteasas
y no de una sola puede deberse a que no se
realizo el ajuste de proteinas del extracto
del latex a 65 mg/mL antes del fraccio-
namiento de sal, como lo sugieren Baines y
Brocklehurst (1979).

La Fraccion A, papaina de “mito”, muestra
una banda muy nitida a nivel del estandar
de papaina de Sigma (Figura 3A, 3B) y

segun el Rf tiene una masa molecular de
21,0 kDa, dato semejante al obtenido por
Monti et al. (2000) al purificar papaina de
C. papaya en una columna de Sephadex
G75.

St de papain:
(Sigma P312
21 kDa

Papaina
de

“mito”

Figura 3. Electroforesis de gel de poliacril-

amida desnaturante al 12%. Muestras de la
purificacion de papaina de V. candicans, frente
a las Fracciones A, B, C y a papaina de latex de
papaya (Sigma P3125).

Estos resultados concuerdan con otras
investigaciones donde al purificar papaina
de papaya encontraron diferentes bandas
de proteinas como 27 kDa, 30 kDa, 33 kDa
(Kyndt et al., 2005), papaina 23 kDa y
quimopapaina 27 kDa (Arnon, 1970),
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caricain 24 kDa (Dubois et al., 1988), CC-
IV 28 kDa (Gravina et al., 1994), CC23 23
kDa (Pereira et al.,, 2001), CClb vy
CMS1MS2 de 22,99 kDa (Walraevens et
al., 1999; Gomes et al., 2008).

La microheterogeneidad observada durante
las etapas de purificacion indica que hay
maltiples isoformas de las enzimas
proteoliticas en el latex de V. candicans, lo
cual también fue reportado para V.
heilbornii  (Badillo, 2000) y para V.
cundinamarcensis (Walraevens et al.,
1999). Ademas, sugiere que en cada paso
de la purificacién las proteasas se separan
de otras proteinas y/o impurezas que
estarian interfiriendo con su actividad
(Kyndt et al., 2005).

Estudio cinético de la Fraccion A
(papaina) de V. candicans

La Actividad Enzimética Especifica (AEE)
se expreso en la unidad nkat-mg*-proteina.
Los parametros cinéticos para la Fraccion
A (papaina de “mito”) fueron calculados
con el diagrama de Lineweaver-Burk que
utiliza el reciproco de la cinética de
Michaelis-Menten, observandose un com-
portamiento michaeliano para el sustrato
caseina.

En la Figura 4A se muestra las inversas de
[S] vs velocidad segun Lineweaver -Burk y
determinamos que para la Fraccion A
(papaina) del latex de V. candicans frente
al sustrato caseina, tiene una Vmax de

(0]

fate]
o =4

L4)]

165,3 nkatmgl-proteina y Km de 2,02
mg/mL, respectivamente.

Efecto de la Fraccion A (papaina) de
latex de V. candicans frente a su AEE

En la Figura 4B se muestra como la
actividad enzimatica aumenta en forma
directamente proporcional a la cantidad de
enzima (expresada como proteina). No
mostrando saturacion para la cantidad de
enzima méaxima utilizada.

Efecto de pH sobre la Fraccion A de
latex de V. candicans

La Figura 5A nos indica que para (caseina
al 0,65% (p/v) y en buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7,5 se obtiene la mayor
actividad enzimatica. Ademas, se observa
que para el sustrato a pH acido (pH 5,6)
hay una disminucién de la actividad en
12%, mientras que a pH alcalino (pH 8,8 y
9,5) disminuye en 40,6% y 60%. Lo cual
podria deberse a que en buffer fosfato a pH
7,5 y acetato pH 5,6 habria una mejor
interaccion de iones con el sitio catalitico,
mientras que a pH muy alcalino habria una
pérdida de interaccién con iones y agua,
(Pinazo et al., 2005). Resultados similares
fueron obtenidos para papaina de papaya
utilizando caseina a pH 7,0 por otros
investigadores (Smith et al., 1958, Chu chi
Ming et al., 2002, Ding et al., 2003; Omeje
et al., 2014).

i 22
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Figura 4. Determinacion de Vmax, Kmy efecto del volumen de la fraccion A (papaina) de latex de
V. candicans. A) Determinacién de Vmax y Km, utilizando la gréfica de Lineweaver -Burk B) AEE

vs. Jg de proteinas de la fraccion A vs velocidad.
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Efecto de temperatura

La Figura 5B nos muestra que la actividad
de la enzima se obtiene desde los 37 °C, y
se mantiene hasta los 60 °C. Estos resul-
tados concuerdan con los de Schechter y
Berger (1968) quienes reportaron que la
papaina de papaya era terméfila. Summer
et al. (1993) afirman que la papaina de
papaya comienza a perder actividad a
partir de 55,8 °C, difiriendo de Harton et
al. (2002) para quienes la papaina de
papaya tiene una temperatura éptima en el
intervalo de 65 a 80 °C.

Al respecto, Gul et al. (2006) sugieren que
la eficacia de papaina a temperaturas altas
y a valores de pH alrededor de 6,0, tendria
una alta probabilidad de que su estado de
transicion en estas condiciones este bien
organizado, dado que el componente
tiolato (Cis-S") y el componente Imidazol
(His-Im*)  del sitio catalitico estan
orientadas correctamente para actuar como
donante nucle6filo y formar un par iénico.

Efecto de iones de calcio y fosforo
inorgénico sobre la Fraccion A
(papaina) de latex de V. candicans.

En la Figura 6 se puede apreciar que la
AEE de la Fraccion A (papaina de mito)
aumenta en forma lineal hasta una concen-
tracion de Ca de 10 puM, permaneciendo
constante hasta 15 pM; mientras que para
el fosforo inorgadnico esta AEE aumenta

hasta una concentracion de Pi de 3,25 pM
y empieza a decrecer hasta 14% (9,1 puM),
pero no en forma significativa (p < 0,05).

100
90
80 .
270 s
:'g 60 >
o 50 'f

T L 2
g 40

8 30
=

20
10
0

R B S st S Y

0 200 400 600 800 10.00 12.00 14.00
--#-=[Ca]uM --@=-= [Pi]uM
Figura 6. Comportamiento cinético de la
Fraccion A (papaina) de latex de V. candicans:
==t+===AEE vs. [Ca]; ~®+ AEE vs. [Pi].

Se conoce que una amplia variedad de
iones metélicos inhibe la actividad de las
enzimas, pero la funcién mas importante
de estos iones metalicos es mejorar la
actividad de las enzimas y su estabilidad
(Menger et al., 1996).

La inhibicion de la enzima papaina de C.
papaya por metales fue estudiada por Kaul
et al. (2002), quienes encuentran que la
enzima se inhibe en 50% cuando esta
presente en una concentracion de 20 a 60
pg el fosforo y una total inhibicion al
utilizar 80 pg de Pi. Los mismos autores al
evaluar la actividad de la papaina frente a
calcio y magnesio, encuentran que estos
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son activadores de AEE de la enzima y en
el caso del calcio esta actividad fue hasta
18% con una concentracion de calcio de
1x10° M, lo cual no concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo, ya que
se obtuvo la maxima actividad a una
concentracion de calcio de 12,5 x 10 M.
Sin embargo, se observa que conforme la
concentracion de calcio aumenta la activi-
dad de la enzima también aumenta.

4, Conclusiones

Se obtuvieron tres proteasas con diferente
actividad papaina, teniendo la mayor
actividad la Fraccién que denominamos A.
La Fraccion A que nosotros Ilamamos
papaina, aislada de “Mito” tiene 3,5 veces
mas activa que papaina de papaya (Sigma)
y 13,3 veces mayor que la papaina del
latex fresco de C. papaya. La Fraccion A
(papaina de “Mito”) describe una curva
sigmoidea a diferentes concentraciones de
sustrato (caseina) y es lineal a diferentes
volumenes de enzimas. La Fraccion A
describe una buena Actividad Enzimatica
Especifica (AEE) hasta 60 °C,yapH 7,5y
se activa frente a iones de fosforo
inorganico y de calcio, cuando guardan
una proporcion de dos. Sin embargo, falto
purificar mayor cantidad de las fracciones
para poder seguir haciendo estudios de
cristalografia y secuenciamiento, con lo
que podriamos confirmar que la Fraccion
A corresponde a la papaina.

Finalmente, dado que la caracterizacion de
las proteasas esta vinculada a su rol como
catalizador biolégico, se deberia estudiar la
forma que adopta la proteina, especifica-
mente su sitio activo, ya que ello permitiria
conocer mas acerca de su funcion y sus
implicaciones en los mecanismos regula-
dores de la vida; esto se puede obtener
primero cristalizando la proteina (Dunn et
al., 2013). Ademas, se deberian estudiar
estas proteasas mediante las técnicas de
“ionizaciéon suave” (MALDI vy electro-
spray) que, en combinaciéon con diversas
técnicas de analisis (espectrometria de
masas), nos permitan identificar vy
secuenciar las proteasas aisladas (Obregén

et al., 2007a; 2007b), lo cual podria
confirmar que la Fraccion A es la papaina
de “Mito”.
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