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Abstract: In order to isolate and characterize partially ribonucleases (RNases) enzymes contained in the latex from Calotropis procera and
Pedilanthus tithymaloides, samples were collected from mature plants. Soluble proteins were extracted with sodium acetate and
centrifugation at 16,000 xg for 15 min and fractionated by ion exchange chromatography. Molecular mass was estimated by linear
regression equations. Glycosylation tests were conducted. In both species, proteins with RNase activity showed a molecular mass between
28 and 30 kDa. No evidence of glycosylated proteins in latex from C. procera. In P. tithymaloides, RNase may be a glycosylated protein.
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Resumen: Con el objetivo de aislar y caracterizar parcialmente las enzimas ribonucleasas (RNasas) contenidas en el latex de Calotropis
procera y Pedilanthus tithymaloides, se colectaron muestras de plantas adultas. Las proteinas solubles fueron extraidas con acetato de sodio
y centrifugacion a 16.000 x g durante 15 min y fraccionadas por cromatografia de intercambio idnico. Se estimé la masa molecular a través
de ecuaciones de regresion lineal. Se realizaron pruebas de glicosilacién. En ambas especies, las proteinas con actividad RNasa presentaron
una masa molecular entre 28 y 30 kDa. No existe evidencia de proteinas glicosiladas en el latex de C. procera. En P. tithymaloides la RNasa
es una proteina glicosilada.
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INTRODUCCION

Las enzimas ribonucleasas (RNasas) hidrolizan el

ARN liberando los nucleétidos que lo constituyen,
bien durante la eliminacion de los fragmentos de
ARN cebador en la replicacion del ADN, en el
procesamiento  post-transcripcional del ARN
ribosomico, en el procesamiento del ARN de
transferencia o durante el catabolismo de las diversas
formas de ARN. Por ende, en el ciclo de vida de las
plantas, estas enzimas participan en el desarrollo de
tejidos y drganos, en la respuesta al estrés, en la
apoptosis 0 muerte celular programada (Dohnélek et
al., 2011), en el desarrollo del sistema vascular y en
las respuestas a patdgenos virales (Matousek et al.,
2003). Adicionalmente a su funcién metabolica, se
les atribuye potencial terapeutico. Su capacidad para
degradar ARN y en consecuencia inhibir la
biosintesis de proteina en los estados de transcripcién
y traduccion le confieren efectos citotdxicos sobre
ciertos tipos celulares (Ardelt et al., 2009). En este
sentido, el latex de numerosas especies de plantas ha
sido probado tener propiedades medicinales en el
tratamiento de diversos tipos de cancer y como
agente citotoxico y citostatico, como es el caso de
Croton lechleri, cuyo latex, caracteristicamente de
color rojo, presentd actividad significativa contra los
dafios oxidativos inducidos por la apomorfina en
Saccharomyces cerevisiae, fue capaz de proteger
células de plantulas de maiz del efecto citotdxico de
la apomorfina (Lopes et al., 2004), y present6 efectos
antiproliferativos in vitro en lineas celulares
leucémicas K562 (Rossi et al., 2003). Asi mismo, el
latex de la fruta de Ficus carica exhibi6é una potente
actividad citotoxica sobre glioblastoma y carcinoma
hepatocelular, con poco efectos en células hepaticas
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). El
efecto citotoxico del latex de Chelidonium majus, una
planta de la familia Papaveraceae ampliamente
distribuida en Europa y el oeste de Asia, fue
atribuido a dos nucleasas de 20 y 36 kDa con
actividad RNasa y desoxirribonucleasa (DNasa),
respectivamente, las cuales provocaron induccion de
la apoptosis, en células HelLa originadas de cancer
cervical humano y transformadas con virus de
papiloma humano oncogénico tipo 18 (HPV18)
(Nawrot el al., 2008). En un modelo de raton
transgénico X15-myc de carcinoma hepatocelular, el
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latex de Calotropis procera provoco proteccion total
contra la hepatocarcinogénesis, sin efectos adversos,
en 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,
sin afectar el crecimiento de células mononucleares
de sangre periférica obtenidas de individuos
saludables utilizadas como control, provocando
reduccion significativa de la viabilidad celular e
inhibicion de la sintesis de ADN (p < 0,05) en células
HL-60 (leucemia promielocitica); sin causar
incremento significativo en el numero de células
necroticas (Soares et al., 2007). Recientemente se ha
reportado efecto citotdxico y citostatico del latex de
C. procera y Pedilanthus tithymaloides sobre células
Jurkat (leucemia de linfocitos T humanos) (Rueda de
Arvelo et al., 2013a) y se determind la existencia de
actividad RNasa laticifera (Rueda de Arvelo et al.,
2013b) en ambas especies tropicales, de alta
resistencia y adaptabilidad, con alto potencial
biotecnolégico, cuyas RNasas alin no han sido
suficientemente  caracterizadas  funcional vy
estructuralmente, por lo cual el presente trabajo de
investigacion se realizd con el objetivo de aislar y
caracterizar parcialmente las enzimas RNasas en los
latices de Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides a los fines de aportar informacion
relacionada con la técnica utilizada en la separacién
de estas enzimas y algunas de sus caracteristicas
bioquimicas.

MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Bioquimica de Proteinas y Acidos
Nucleicos del Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Dr. Francisco Javier Triana-Alonso” de
la Universidad de Carabobo (BIOMED-UC).

Material vegetal

Las muestras de latex fueron colectadas de plantas
adultas sanas que crecen en el Campo Experimental
de la Facultad de Agronomia-Universidad Central de
Venezuela (UCV), Maracay, Estado Aragua. Las
especies fueron identificadas por la Dra. Thirza Ruiz,
del Instituto de Botanica de la Facultad de
Agronomia de la UCV. El latex fue colectado en
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viales de microcentrifuga realizando escisiones en el
tallo y transportado de inmediato a 4° C para obtener
las proteinas solubles (PS).

Preparacion del extracto crudo conteniendo las
proteinas solubles

El latex fue diluido con 16 pL de acetato de sodio 50
mM pH 5 por cada mg de latex integral colectado,
agitado en vortex durante 1 min y centrifugado a
16.000 x g por 15 min en una microcentrifuga
Eppendorf  5415C para descartar materiales
insolubles. El sobrenadante conteniendo las PS,
denominado también extracto crudo de latex (ECL),
fue almacenado en alicuotas a -20° C hasta su uso.

Contenido de proteinas

Se determind el contenido de proteinas por el método
de Lowry et al. (1951), utilizando albimina sérica
bovina (ASB) como patrén. A las fracciones de las
cromatografias se midi6 la absorbancia a 260 y 280
nm (Ao Y Aozg) para estimar el contenido de
proteinas (Sambrook & Russell, 2001), utilizando un
espectrofotometro Beckman DU 650.

Aislamiento de ribonucleasas del extracto crudo de
latex de Calotropis procera por fraccionamiento
salino

Todo el procedimiento se realizd entre 0 y 4° C.
Fracciones de 20 mL de PS fueron precipitadas con
sulfato de amonio sélido agregado lentamente y con
agitacién hasta alcanzar 20 — 40 — 60 - 80 y 100% de
saturacion calculados a partir de un nomograma
elaborado a 25° C (Cooper, 1984). El sulfato de
amonio fue previamente pulverizado con ayuda de un
mortero para facilitar su disolucién, agregado
lentamente con agitacibn moderada hasta la
disolucion total de la sal y dejado en reposo toda la
noche. Al cabo de este tiempo, las fracciones fueron
centrifugadas a 16.000 x g durante 15 min en una
centrifuga Beckman J2MI con rotor JA-20. Fueron
colectados la totalidad de los precipitados y
sobrenadantes y dializados en membranas de 3.500
Da contra Tris-HCI 32,4 mM pH 7 durante 72 h con
cambios de la solucion de diélisis cada 5 h hasta
eliminar la totalidad del sulfato de amonio, probado a
través de la reacciéon con cloruro de bario 0,2 M
(Rueda de Arvelo, 2012). Todas las fracciones fueron
almacenadas a -20° C. Alicuotas fueron utilizadas
para determinar el contenido de proteina a través de
las lecturas de Azso ¥ Aazso, aplicar sobre un gel de
poliacrilamida al 15% para electroforesis de proteina
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(SDS-PAGE) y para determinar la actividad RNasa
utilizando ARNt® (ARNt*k) de Escherichia coli
como sustrato.

Aislamiento de ribonucleasas del extracto crudo de
latex de Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides por cromatografia de intercambio
ionico
El ECL, diluido a 2,0 — 4,0 mg de proteina/mL en
acetato de sodio 50 mM pH 5 se hizo pasar por
columnas cromatograficas de carboximetilcelulosa
(CM-celulosa 52) (Whatman®) de 11 cm de longitud
y 1,5 cm de diametro previamente estabilizadas con
tampdn acetato de sodio 50 mM pH 5 con un flujo de
0,8 mL/min aplicado por una bomba peristéltica BIO-
RAD-Econo pump, y las proteinas fueron eluidas con
un gradiente lineal de NaCl por mezcla programada
hasta 1 M preparada en acetato de sodio 50 mM pH
5.

Se aplicaron volimenes equivalentes a 6 mg
de proteina y se colectaron fracciones de 1,6 mL,
utilizando un colector de fracciones LKB Multirac
2111. En las cromatografias de C. procera, el
gradiente se inici6 a los 6 min, llegando a 0,6 M
NaCl a los 96 min y luego incrementando
rapidamente hasta 1 M NaCl (a los 97 min), para
liberar polipéptidos fuertemente unidos a la matriz.
En la separacion de P. tithymaloides el gradiente se
inicioé a los 7 min alcanzando 0,5 M NacCl a los 120
miny 1 M NaCl a los 130 min. A todas las fracciones
colectadas se les midid la Azso Y Azgo para estimar el
contenido de proteinas. Alicuotas de cada fraccién
fueron utilizadas para determinar la actividad RNasa
sobre ARNtP" como sustrato.

Determinacion de la actividad ribonucleasa

La actividad ribonucleasa (RNasa) fue determinada
por la técnica descrita por Arends y Schon (1997),
con las siguientes modificaciones: la mezcla de
reaccion contenia HEPES 30 mM pH 7,5, acetato de
potasio 100 mM y acetato de magnesio 3 mM, con
10,6 pg del ARN utilizado como sustrato y 1,9 ug de
PS 6 4 uL de la fraccion cromatogréfica, segln se
indica, en un volumen final de 10 pL. La mezcla de
reaccion fue incubada a 37° C durante 60 min. La
reaccion fue detenida sumergiendo los tubos en
nitrégeno liquido después de agregarles 30 pL de
tampon desnaturalizante para muestras de ARN
conteniendo tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM,
urea 8 M, xileno cianol 0,05% Yy azul de bromofenol
0,05%. Alicuotas de 20 pL de esta mezcla fueron
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aplicadas a geles de poliacrilamida al 10%, urea 8 M,
0,1% de SDS, 0,25 mg/mL de persulfato de amonio y
0,125% de Temed con Tris 90 mM, &cido bdrico 90
mM y EDTA 2 mM. Las muestras fueron sometidas a
70° C durante 3 min antes de aplicarlas al gel. El gel
fue pre-calentado durante 20 min a 300 V constante.
La electroforesis se realiz6 a 300 V constante. Los
geles fueron tefiidos con azul de toluidina 0,1% y
acido aceético glacial 10% (v/v) y destefiidos con 10%
de etanol y 7% de &cido acético. Cuando la cantidad
de ARN aplicado a los geles fue menor a 0,3 g, se
realizd tincién con nitrato de plata (An et al., 2009).
La degradacion del sustrato fue cuantificada
utilizando técnicas densitométricas con el programa
Multianalyst en un equipo Gel Doc 1000 BIO-RAD.
La actividad se expres6 como porcentaje de
degradacién del sustrato.

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

Las muestras de ECL vy fracciones provenientes de
los procedimientos de separacion fueron mezcladas
en una proporcion 1:1 v/v con un tampoén
desnaturalizante para proteinas en un volumen final
de 25 pL y desnaturalizadas a 97° C durante 4 min.
Se aplico un volumen de muestra contentivo de 10 a
20 pg de proteina dependiendo de la pureza de la
muestra. Se utilizaron geles al 15% de poliacrilamida
en presencia de SDS, de acuerdo a Laemmli (1970).
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 tampén 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 tefiidos con azul de
Coomassie R250. 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).

Determinacion de la masa molecular por SDS-
PAGE

Alicuotas de ECL y fracciones cromatograficas
fueron aplicadas sobre geles de poliacrilamida al 15%
conjuntamente con marcadores de masa molecular de
proteinas (Promega V8491). Adicionalmente, se
aplicaron al gel dos proteinas conocidas, ASB
(Sigma®) y concanavalina A (Con A) (Amersham®).
Luego de realizar la SDS-PAGE los geles fueron
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teflidos con azul de Comassie y se estim6 la masa
molecular de las proteinas a través de la relacion
entre la distancia de migracion (movilidad relativa)
de las proteinas en relacion con las proteinas
conocidas (Weber & Osborn, 1969).

Prueba de Glicosilacion

Para identificar la presencia de proteinas glicosiladas
en los extractos crudos y en las fracciones purificadas
por cromatografia de intercambio iénico se realizd
una prueba de glicosilacion 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%. Se utiliz6 como
control positivo la proteina glicosilada peroxidasa de
rabano picante que contiene 16% de carbohidratos
suministrada por el fabricante.

Anélisis estadistico

Los datos son presentados como promedios vy
desviaciones estandar. Se aplicd estadisitica
descriptiva utilizando el programa Statistix.

RESULTADOS

Aislamiento de RNasas a partir del extracto crudo
de latex de Calotropis procera por fraccionamiento
salino

La prueba realizada con el propoésito de intentar
separar las proteinas presentes en el extracto crudo
del latex de C. procera utilizando precipitacion
selectiva con sulfato de amonio indic6 poca
capacidad de separacion, tal como se observa en la
Figura 1. Con 20% de saturacion no precipitd
ninguna proteina, todas permanecieron en el
sobrenadante. Con 40% de saturacion precipitaron en
baja proporcién, con 60% de saturacion es intermedio
el efecto. Con 80 y 100% de saturacion, todas las
proteinas precipitan, lo cual fue corroborado con el
analisis de proteina total de cada fraccion recuperada.
Al efectuar la medicion de la actividad RNasa en
alicuotas de todas las fracciones recuperadas (Figura
2), se observo que la actividad fue mayor en el
sobrenadante obtenido con 40% de saturacion con
sulffato de amonio en comparacion con el
correspondiente precipitado. Con 60, 80 y 100% de
saturacion toda la actividad se encuentra casi en igual
proporcion en los precipitados. Las caracteristicas
visuales de ambos geles fue corroborada por analisis
densitomeétrico.
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Figural
SDS-PAGE al 15% del extracto crudo de latex de C. procera después de precipitar selectivamente con sulfato
de amonio. Carriles: 1) ASB Sigma® 25 ug, 2) Con A Amersham® 10 ug, 3) Marcador Promega®V849A 5
uL, 4) ECL 20 ug de proteina, 5) y 6) Precipitado y sobrenadante al 20 % de saturacion, 7) y 8) Precipitado y
sobrenadante al 40% de saturacion, 9) y 10) Precipitado y sobrenadante al 60%o de saturacion, 11) y 12)
Precipitado y sobrenadante al 80% de saturacion, 13) y 14) Precipitado y sobrenadante al 100% de
saturacion. Cada una de las fracciones de la precipitacion con sulfato de amonio fue aplicada al gel en un
volumen correspondiente a 20 pg de proteina con 2,5 pL de tamp6n desnaturalizante 5X para un volumen
final de 25 L.

Figura 2
Actividad RNasa de las fracciones del extracto crudo de latex de C. procera obtenidas por precipitacion con
sulfato de amonio. Gel de poliacrilamida-urea. Carriles: 1) Control con 4 ug ARNttotal de E.coli, 2) y 3)
Precipitado con 20% de saturacion con 0 y 60 min de incubacion, 4) y 5) Sobrenadante con 20% de
saturacion con 0 y 60 min de incubacion, 6) y 7) Precipitado con 40% de saturacion, con 0 y 60 min de
incubacién, 8) y 9) Sobrenadante con 40% de saturacion con 0 y 60 min de incubacion, 10) y 11) Precipitado
con 60% de saturacidn con 0 y 60 min de incubacion, 12) y 13) Sobrenadante con 60% de saturacién con 0y
60 min de incubacidn, 14) y 15) Precipitado con 80% de saturacién con 0 y 60 min de incubacién, 16) y 17)
Sobrenadante con 80%o de saturacion con 0y 60 min de incubacion, 18) y 19) Precipitado con 100% de
saturacion con 0 y 60 min de incubacion, 20) y 21) Sobrenadante con 100% de saturacién con 0y 60 min de
incubacién, 22) y 23) Control sin ECL con 0 y 60 min de incubacion. Las muestras aplicadas al gel provienen
de la reaccion para determinar actividad RNasa con 1,06 ug ARNttotal/uL y 0,19 ug de proteina de ECL/pL.
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Aislamiento y purificacion de RNasas del extracto
crudo de latex por cromatografia de intercambio
idnico Calotropis procera

La proteina con actividad RNasa fue aislada por
cromatografia de intercambio catidénico sobre una
resina de carboximetilcelulosa (CM-52) y eluida con
un gradiente de NaCl. Todas las fracciones fueron
monitoreadas para Azeo Y Azgo Y actividad RNasa. Las
fracciones que presentaron mayores valores de Azso
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no se correspondieron con las que presentaron mayor
actividad RNasa, lo que indica la presencia de otras
proteinas mayoritarias diferentes a la RNasa. La
proteina con actividad RNasa eluyd en las fracciones
28 a 37 entre 0,42 y 0,51 M NaCl (Figura 3), con
mayor actividad en las fracciones 30 a 36 (eluidas
entre 0,45 y 0,5 M NaCl) en las cuales se hidroliz6
casi la totalidad del sustrato (Figura 4).
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Figura 3
Separacion cromatografica de las proteinas solubles del latex de C. procera. Se indica la A280 de las
fracciones colectadas (--+--), el gradiente de elucion de NaCl (--x--) y la actividad RNasa (—¢—) de las
fracciones.
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Figura 4
Actividad Rnasa de las fracciones de la cromatografia del extracto crudo de latex de C. procera. Los nimeros
indican cada fraccion. C = control sin fraccion cromatografica.
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Pedilanthus tithymaloides correspondieron con las que presentaron mayor
Al igual que en C. procera, la proteina con actividad actividad RNasa, situacién semejante a la observada
RNasa fue separada por cromatografia de con la RNasa de Calotropis procera. La proteina con
intercambio  cationico sobre una resina de actividad RNasa eluyd en las fracciones 23 a 40 entre
carboximetilcelulosa y eluida con un gradiente de 0,28 y 0,4 M NaCl (Figura 5), con marcada mayor
NaCl. Todas las fracciones fueron monitoreadas en actividad en las fracciones 23 a 27 (eluidas con 0,3 M
sus valores de Az Yy Acgo Yy actividad RNasa. Las NaCl) (Figura 6).
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Figura 5
Separacion cromatografica de las proteinas solubles del latex de P.tithymaloides. Se indica la A280 de las
fracciones colectadas (--+--), el gradiente de elucion de NaCl (--x--) y la actividad RNasa (—¢—) de las
fracciones.
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Figura 6
Actividad Rnasa de las fracciones de la cromatografia del extracto crudo de latex de P. tithymaloides. Los
nameros indican cada fraccion. C=control sin fraccion cromatogréfica.
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Determinacion de la masa molecular

De acuerdo al anélisis 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 RNasa en las
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fracciones cromatograficas, se estim6 una masa
molecular de la RNasa del latex de C. procera entre
28 y 30 kDa (Figura 7). Resultado similar se obtuvo
para la RNasa de P. tithymaloides, cuya masa
molecular esta alrededor de 28 kDa (Figura 8).
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Figura 7
Anélisis electroforético del extracto crudo de latex de C. procera.
A. SDS-PAGE al 15% tefiido con azul de Coomassie. Carriles: 1) ASB Sigma®; 2) Con A (Amersham®); 3)
Marcador (Promega®); 4) ECL.
B. SDS-PAGE al 15% tefiido con nitrato de plata. Carriles: 3) Con A (Amersham®); 1), 2), 4) a 9)
Fracciones cromatograficas.
C. Grafica para la estimacion de la masa molecular de la RNasa.

Prueba de Glicosilacion

En la Figura 9 podemos observar una imagen
representativa de las pruebas de glicosilacion sobre
geles de SDS-PAGE al 15%. No existe evidencia de
proteinas glicosiladas en el extracto crudo de latex de
C. procera. Por el contrario, en el latex de P.
tithymaloides es evidente la presencia de una banda
glicosilada (carriles 8 y 10) y, de acuerdo a los
andlisis de actividad, esta proteina podria
corresponderse con la RNasa encontrada en el
extracto crudo de éste latex.

DISCUSION
Pocos resultados se han publicado acerca de los
procedimientos utilizados en el aislamiento de

enzimas con actividad RNasa. En el latex de
Chelidonium majus (Papaveraceae) se ha reportado el
aislamiento y purificacién de nucleasas utilizando
cromatografia de afinidad sobre columnas de
heparina, encontrandose que la fraccion desoxiri-
bonucleasa (DNasa) se une a la heparina y puede ser
eluida con 0,5 M de NaCl. Por el contrario, la
fraccion RNasa no se unio a la heparina y fue eluida a
través del flujo en las fracciones, lograndose una
purificacion parcial (Nawrot et al., 2008). La mayoria
de los procedimientos de purificacion de proteinas
involucran uno o dos pasos de separacidn que suelen
incluir precipitacion fraccionada con sulfato de
amonio seguida por al menos una separacion
cromatografica. En el presente trabajo, la
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precipitacion con sulfato de amonio no constituyd un
método efectivo para separar las proteinas del latex
de C. procera, por lo cual este procedimiento no fue
aplicado al latex de P. tithymaloides, realizdndose
separaciones cromatograficas de intercambio i6nico
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para ambas especies en estudio, que no ameritaron
segundas fases, al obtenerse fracciones de alta pureza
con solo un paso de cromatografia.
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Figura 8
Analisis electroforético del extracto crudo de latex de P. tithymaloides.
A. SDS-PAGE al 10 %. Carriles: 1) Con A (Amersham®); 2) y 3) ASB Sigma®; 4) a 14) ECL provenientes
de distintas preparaciones. B. SDS-PAGE al 15 %. Carriles: 1) ECL; 2) Fraccion cromatogréafica con
actividad RNasa. C. Grafica para la estimacion de la masa molecular de la RNasa.

Las estimaciones de masa molecular de las
RNasas de ambas especies en estudio se ubican en el
rango comunmente reportado para otras especies.
Por lo general, las RNasas son enzimas de tamario
relativamente pequefio. Mas especificamente, la
RNasa presente en el latex de Chelidonium majus, la
Unica RNasa laticifera hasta ahora reportada, es de
alrededor de 20 kDa (Nawrot et al., 2008). Otras
RNasas vegetales, como la RNasa bifuncional de S.
lycopersicum tiene un rango entre 31 a 35 kDa
(Dohnélek et al., 2011) y, en especies animales se
han reportado RNasas de entre 10 y 28 kDa (Ardelt et
al., 2009).

En relacién con la presencia de proteinas
glicosiladas, dentro del grupo de las enzimas RNasas
se han reportado diversos patrones de glicosilacion.
La nucleasa bifuncional de Solanum lycopersicum
(Dohnalek et al., 2011), algunas RNasas que
pertenecen a la familia T2, como la presente en
Aspergillus oryzae (Luhtala & Parker, 2010), las
enzimas Onconasa y Amphinasa, ambas extraidas de
los oocitos de Rana pipiens (Ardelt el al., 2009), son
proteinas glicosiladas. Por el contrario, son no
glicosiladas la RNasa de los pistilos 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
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variable y estd asociado a su funcion bioldgica, su
estabilidad, resistencia a la protedlisis y a la
desnaturalizacion, a la participacién en procesos de

reconocimiento e interaccién intercelular y puede
variar inclusive dentro de proteinas que pertenecen a
una misma familia (Irie, 1999).

A B
Figura 9

Prueba de glicosilacion sobre SDS-PAGE al 15 % de extracto crudo de latex (ECL) y fracciones
cromatograéficas de C. procera y P. tithymaloides. A. Tincidn con nitrato de plata, B. Tincion con azul

Coomassie. En ambos casos después de aplicar la prueba de glicosilacion. En Ay B los carriles se

corresponden a: 1) Control positivo con peroxidasa, 2) ECL de C. procera, 3), 5) y 6) fracciones

cromatogréficas de C. procera con actividad RNasa, 4) y 7) fracciones cromatogréficas de C. procera sin
actividad RNasa, 8) ECL de P. tithymaloides, 9) y 11) fraccién cromatografica de P. tithymaloides sin
actividad RNasa, 10) fraccion cromatografica de P. tithymaloides con actividad RNasa.

CONCLUSIONES

Las enzimas con actividad RNasa contenidas en los
latices de  Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides pueden ser aisladas utilizando un
procedimiento que incluye una extraccion con acetato
de sodio, centrifugacion y cromatografia de
intercambio i6nico. Estas enzimas presentan masas
moleculares entre 28 y 30 kDa. La RNasa presente en
el latex de P. tithymaloides es una proteina
glicosilada. No se observo glicosilacion en ninguna
de las proteinas del latex de C. procera.
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