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INTRODUCCION.

Las enzimas - son unidades funcionales del metabolismo
celular que actuando en secuencias organizadas catalizan los cen-
tenares de reacciones escalonadas éue van hécia la sintesis y/o
degradacifén de practicamente todas las biomoléculas. Deﬁtro de la
gran variedad de enzimas que participan en el metaboliéﬁo, de los
seres vivos se encuentran las enzimas proteoliticas, éﬁe;han sido
cbjeto de estudio de muchos investigadores durante los ﬁlﬁimos 75
afios. Indudablemente la razbn de este interss se debe a ié‘ gran
importancia metabSlica qﬁe tienen en la degradacién totair o par-

cial de las proteinag en casi todas las formas de vida.

Las proteasas son hidrolasas que al actuar sobre los en-—
laces peptidicos de las proteinas o pé&ptidos hacen posible su de-

- gradacién. Con base en su mecanismo de accifn se clasifican en:
Endopeptidasas o Proteinasés, gue hidrolizan enlaces en el interior
de las cadenas peptfidicas de las proteinas y Exopeptidasas o Pep~-
tidasas, gue actuan sobre el enlace extremo de una cadena polipep-
tidica bien sea carboxflico {(carboxipeptidasas) o aminico (amino-
peptidasas) (7%.

Dentro de las endopeptidasas encontramos: a) aguellas que poseen un
residuo de serina en su sitic activo; son déforigen animal y micro-
biano, como la tripsina, la quimotripsina}'la trombina, etc. ,b) las
enzimas con un residuo activeo de cisteiné, en su mayoria de proce-
dencia vegetal como la papafna, la fiéiﬂa, la bromelaina etc,, )
las gue actuan en un medio muy &cido como la pepsina.

Dentro de las exopeptidasas encontramos a la carboxipeptidasa A,

carboxipeptidasa bdsica, etc. (10).



La mayor parte dél céndéimiento biogufimico actual sobre
endopeptidasas:prqviépélde éstuaios reélizados‘con enzimas de ori-
gen animal y microbiand. Sin‘emhargo, el hecho de que las proteasas
vegetales se encueﬁtfén'eﬁ gran proporcién en los frutos de ciertas
plantas, facilita su extraccidn y purifidacién en gran escala, re-
presentando una fuentéfalterna para la obtenci6n de aste grupo de
enzimas y asi, incrementar tanto su conocimiento, comé la bisqueda

de nuevas aplicaciones.

Se ha reportado la presencia de enzimas dependientes de
grupos sulfhidrilos (SH) en f;?qéiéﬁes parcialmente purificadas y
en extractos crudos de ta}}oéj& frﬁtosyde_diferéntes familias de
plantas tropicales y suﬁtroﬁié#}es c§ﬁQ'éon Cafiéaéeae, Bromelaceae,

Moraceae, etc. (26, 27).

Las proteasas vegétales denominadas Pinguinafna y Hemisfe-

ricina se extraen de los frutos de Bromelia pinguin L. Yy Bromelia

hemisphaerica respectivamente, y fueron descritos primeramente por
Asenjo y col. (3), y por Del Castillo y Castafieda (10), estas espe-
cies pertenecen a la familia Bromelaceae con una gran variedad de

plantas estrictamente americanas (5, 23).

Las plantas del gé&nero Bromelia viven en costa arenosa o
matorral, son rGsticas con estolones subterraneos. Sus hojas son
lisas, fibrosas, sésiles, espinosas en los bordes, arrosetadas, mi=-
den de 4 a 8 cm de ancho v de 1 a 1.5 m de longuitud o poco més.
Presentan inflorescencias pedunculadas o sésiles, paniculadas, muy
tomentosas y escamosas; los sépalos son libres sobre el ovario y

los pétalos dorsalmente unidos por filamentos, libres en los &dpices;



estambres fijos en el tubo de la corola, inclusos, de anteras an-

gostas agudas; el ovario es Infero. Los frutos de Bromelia pinguin

son bayas amarillo-anaranjadas, &cidas ovoides de 3 a 5 cm de largo

por 2 cm de grosor. Los frutos de Bromelia hemisphaerica son amari-

llo~violdceos de aproximadamente 8 cm de largo por 2 a 3 cm de gro-

soxr, crecen en el centro de la planta (21).

En México, B. pinguin se localiza en los estados de
Sinaloa, Veracruz, Jalisco,  Yucatin, Oaxaca y Nayarit, vy
B. hemisphaerica en los estados de Morelos, Guerrero, Michoacin v

Chiapas.

La Pinguinafina y la Hemisfericina al poseer en su sitio ca-~
talitico un residuc de cistefina, pueden inhibirse con metdles pesa-
dos como Hg, Fe y Cu ya que estos met8les reaccionan facilmente con
los grupos SH (35). La inhibicibén es reversible en presencia de

compuestos gue contienen grupos SH libres, como cistefina, 2-mercap-
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tivan a estas enzimas (35). Este comportamiento es muy similar al

de otras proteasas vegetales como la papaina y bromelaina, por lo

gue el mecanismo ds accidn propuas
proteinas por papaina puede tentativamente aplicarse a estas enzimas
en la serie de reacciones (Fig. A) que se describen a continuacién
{L4, 15).

En ¥ se encuentran tanto la enzima como el sustrato (E,S) que al
unirse dan lugar al complejo de Michaelis (E-S) sin enlaces covalen-
tes (II) y sujeto a la constante de disociacién Ks.

El proceso de acilacifén es el paso de II a III con formacién de un
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enlace tio&ster entre el grupo R*—& del sustrato y el SH libre del

sitio catalitico de la enzima y la liberacién de un producto (Pl);

el proceso de acilacidén es regido por la constante Ky-

En el tercer paso de "desacilaci&n" {(de la fase III a IV) intervie-
ne el agua realizando un atague nucleoffilico, al carbono unido al

S formador del tioé&ster, con la consiguiente liberacisSn del segun-

do producto (Pz) y de la enzima libre (enzima SH) capaz de seguir

la catdlisis.

‘IT. HEMISFERICINA.

La Heﬁisfericina es una protefina con un peso molecular de
24,000 daltones, con un grupoc SH libre y 9 formas moleculares to-
das ellas activas (determinadas por electroenfogque). Cada una de
las bandas posee valina como Gnico aminodcido N-terminal & serina
como Gnico aminocdcido C-terminal; estos resultados se internretaron
como sustituciones internas de amino&cidos que dan lugar a las mGl-
tiples formas moleculares (13).
En estudios posteriores, se reportS en Hemisfericina la existencia

de una proteasa de bajo peso molecular que se denomindé Hemisferi-



cina Rializable (H-D) que por doble inmunodifusién eruza totalmente

con Hemisfericina.

Cuando ambas proteasas se. someten a el

acrilamida, libre de agentes reductores V' desnutural ntes,. la

Hemisfericina Dlallzable muestra 3 bandas y la‘Hemlsfer1c1na 7 -8
bandas todas con actividad enzimitica sobre gelatlna.rA:su vez,
cuando se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio y 2-mercaptoetanol (SDS-PAGE), muestran una
sola banhda dd aproximadamente 8,000 daltones de peso molecular
(9) . Con base en estos resultados, se postulS un modelo (2) gue con-
sidera. la posibilidad de asociacién entre monSmeros de 8,000 dalto-—
nes de peso molecular a través de grupos SH libres formando enlaces
disulfuro transversales o bien, asociacién de los monSmeros a través
de uniones no covalentes, form&ndose en consecuencia mediante este
-
tipo de enlaces o una combinacién de ellos, dimeros, trimeros, te-
trameros, pentimeros, ete., siendo la asociacién m&s frecuente la
formada por 3 monfmeros, qgue correspronderia a la Hemisfericina re-
portada de peso molecular cercano a 24,000 daltones. Asi, una po-
sible estructura de las formas moleculares gue presenta Hemisferi-
cina y que corresponderia con el ntmerc de bandas encontradas por
electroforesis y por electroenfogue se esguematiza en la figura B.
El p&ptido principal se representa por una linea, con valina vy
serina come aminodcidos terminales y un solo grupo SH libre segfn
les datos reportados (2). Al analizar el esguema, los dimeros pueden
presentarse en dos formas: a) con una unién disulfuro S-S y b} con
dos grupos SH libres y el mismo peso moleculzr. Asi se explicaria

la presencia de tres bandas en la forma Adializable con diferente

movilidad encontradas al ser sometidas a un campo eléctrico. Este
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razonamiento es vélido para el resto de los polimeros. El porcen-
taje aproximado de estas formas se considera en un 3% para monSmeros
Y dimeros,‘un 95% . para trimeros y un 2% para polimeros de alto peso

molecular

II. PINGUINAINA._

Toro—Goyco Y col. (35) reporéan la Pinguinafna como - una
molécgla de aproximadamente 25,000 daltones de peso molecular, una
compdsicién de amincf8cidos muy similar a la de la papafina, con ala-
nina éémo aminofcido C~terminal y lisina como amino&cido N—-terminal,
con un solo componente enzim&tico en la variedad Puerto Rico ( 4 )
mientras que Messing, A. R. (25) reporta dos componentes en la
variedad Cubana. Recientemente, en la variedad Mexicana se comuni-
c6 la presencia de dos componentes con identidad inmunolSgica, que
en electroforesis en gel de poliacrilamida libre de agentes reduc-
tores y desnaturalizantes revelan 5 bandas proteicas activas. Estos
resultados se interpretaron como debidos a ligeras variaciones en

la mol&cula, suficientes para modificar su movilidad electroforéti-

ca (20).

El hecho de que los componentes enzimiticos de la Pingui-
nafina presﬂnnn 1dent1dad lnmunoléglca por doble inmunodifusidn con
suero anthlngu1naIna, y dada su cercanfia filogen&tica con la Hemis-—
ferlclna con la que guarda una relacién antig&nica muy cerxrcana (ya
gue cruzan parcialmente entre si, pero con gran similitud), asi como
la presencia en el jugo de B. pinguin de un componente de bajo peso
molecular, dializable y con actividad proteolitica (como en Hemis-—
fericina) (36), nos hace suponer gue Pinguinaina tambié&n presente

el fenbmeno de asociacibdbn-disocilacidn observado en otras proteasas



MATERIALES ¥ METODOS.
1, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS ENZIMAS.
1.1.- Fruto.

Los frutos  de E;»hemisghaerica Y B. pinguin fueron colec-
tados en los estados de Morelos y ﬁayarit, México,'fespectivamen-
te, Yy se almacenaron hasta éu uso dentro de bolsas de’ polietileno

en un congelador Revco-Ultra Low a ~40°cC.

1.2.~ Obtenci6én del jugo.

El jugo de los frutos de ambas bromeliaceas se obtuvo por
maceracién en un mortero y filtracién a través de gasa; posterior
mente, se centrifugb a 20,000 rpm durante 30 minutos en una cen-
trifuga refrigerada International PR-6, con objeto de eliminar el
material no soluble. Los precipitados se descartaron, y los sobre
nadantes se dializaron contra amortiguador de citratos 0.02 M pH

5.5 con acetato fenil mercfirico 1 x 10—4M {citratos—-mercurial) .

1.3.- Cromatografia de exclusidn molecular.

En una colwina de 22 x 2.5 cm (Pharmacia} eupacada con Se
phadex G 75-120 (con limite de exclusibdn de proteinas de 80,000
daltones) y equilibrada con amortiguador de citratos-mercurial,
se aplicaron 5.0 ml de jugo dializado de B. hemisphaerica utili-
zando una bomba perist&ltica LKB Varioperpex, con flajo constante
de 34 ml/hr. Se colectaron fracciones de 4.0 ml en un colector
LKB Redirac, empleando amortiguador de citratos-mercurial como
eluyente. Para el jugo dializado de B. pinguin se utilizd una co-
lumna de 100 x 2.5 cm con flujo constante de 35 ml/hr, y se colec

taron fracciones de 4.0 ml, con citratos-mercurial como eluyente.

10
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A las fracciones colectadas se les midié su absorbencia a 280 nm
en un.espectxofotémetro Zeiss PMQ II, y se determin6 la actividad
proteolitlca sobre caseina para las fracc;ones obten;das de B.
Elnguln, Y sobre Hide Powder Azure (colagena a 1a que se’ acopl6
covaléhtemente en 1os residuos de hidroxiprolina el ;olorante
azul de remazol: brillante) para laé_ﬁe B. hemisghaériéa. 

2. ACTIVIbAD PROTEOLITICA DE LAS EN2IMAS .‘

2.1.- Actividad enzimitica sobre caseina.

‘ﬂ  Sé-empleé el método de Kunitz (16}, ﬁodifi;adé como se
desc;;ﬁé a confinuacién: a 20 ul de cada fraccibn ceiecfada se le
anadié 0.2 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6 ¥y 0.1 ml
de cistefna 0.2 M como activador (concentracibn 6ptima determina-
da previamente). La mezcla anterior se preincub8 en un bafic a
37 °C durante 30 minutos con el fin de lograr la activacifn de 1la
enzima; inmediatamente después se afnadit 1.0 ml de caseina al 4%
(Merk) disuelta en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6, y se in
cubs durante 20 minutos,. Transcurrido este tiempo. se afiiadieron
3 mi de Scido tricloroacético al 5% para suspender la actividad
proteclitica, y se dejd reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se f£iltrd el contenido de los tubos y se midi6 su absor
bencia a 280 nm , contra un blanco de reactivos tratado de igual
manera, pero sin enzima.

La actividad enzimdtica se expresa en )\ moles de tirosina/min/ml.
Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que

transforma un micromol de sustrato por unidad de tiempo (minuto},
medido como tirosina liberada bajo las condiciones del experimen-—

to. La actividad especifica se expresa en nGmero de unidades por
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miligramo de enzima.

2.2.- Actividad enzim@tica sobre Hide Powder Azure.

Se empleS el m&todo de Rinderknecht (30), modificado como
se describe a continuaciSn: a tubos de ensaye (13 x 100 mm) conte
niendo 20 ;@,de cada una de las fracciones colectadas, se les afa
disé 4.0 ml de Tris-Cl 0.05 M pH 7.8 y 0.1 ml de cistefna 0.2 M;
esta mezcla se preincubé en un bafio a 37 °C durante 30 minutos,
con la finalidad de lograr la activacién de la enzima y eliminar
por competencia el efecto inhibidor del compuest; mercurial. Inme
diatamente despu&s fue vertida sobre tubos con 10 mg del sustrato
azure {(Calbiochem, USA), los tubos se mantuQieron a 37 °C hasta
la gparicibn del color azul. La reaccifn se detuvo colocando los
tubos en bafio de hielo. El1 tiempo de reaccidn se registré desde
el momento en gue la mezcla que contenia a la enzima activada fue
vertida sobre los tubos con el sustrato, hasta la aparicifén del
color, el tiempo maximo fue de 30 minutos. La intensidad del co-
lor variarad dependiendo de la actividad enzimdtica..

El contenido de los tubos se filtro vy los filtrados se loyercn a
595 nm en un espectrofoﬁémetro contra un blanco de reactivos tra-
tado de igual manera pero sin enzima. La absorbencia de las frac-
ciones se dividid entre el tiempo de reacci®n. La actividad enzi-
mitica se expresa como absorbencia/min/ml. Una unidad de activi-
dad es definida come la cantidad de enzima que origina un incre-
mento de una unidad de D.O. por minuto de reaccidn bajo las con-
diciones expe;imentales. La actividad especifica es el ntimero de

unidades por miligramo de enzima.
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3. DETERMINACION DE PROTEINAS.

_’Para la determinacién de proteinas tanto de los jugos to-
tales como de'ias formas filtradas en gel se emplef el mé&todo de
Lowry (21),‘él~cdal es una modificacién del métode de Folin-Ciocal
teau, basado en "la determinacién de los aminoScidos tirosina b4
trlptofano, presentes en las proteinas. Debido a que la cantidad
de esﬁos:aminoéciaos varia en las diferentes proteinas se requie-
re una égrQa de ieferencia.

Soluciones., 7

A Tartrato de sodio y- potaslo al»Z%.ié

A, Sulfato de cobre a1 1%. - : e _
A3 Carbonato de sodlo al 2% en hldréxido de sodio 0.1 N.

B.~ Mezclar 0.5 ml de tartrato de sodlo y pota51o, 0.5 ml-de sul-
fato de cobre 'y 50 ml de- carbonato de sodio. Esta solucién se pre
para momentos antes deuutillzarse, va gque es funcional por breve
tiempo. ‘ ‘ : . . N

C.- Reactivo de Folin-Cioealtegu dlluido con aéﬁ;tdééﬁiiééa:izl.
Preparar momentos antes de .su. uso. -

D.- Referencia de proteinas' album;na séricé bovina a una concen-
tracién de 1 mg/ml en solucién salina 0.85#.

Procedimiento.

- En tubos de ensaye de 10 x 100 mm se colocaron 20 g4l de la mues
tra problema y 380 ul de la solucién.de NaCl 0.85% (independiente
mente del volumen de muestra empleado, esta deberd ser llevada a
un volumen total de 0.4 ml).

- A continuacidn se adadié a cada tubc 2.0 ml.de la solucibn' B,

se mezcld y se dejd reposar a temperatura ambiente por 10 minutos.
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~ Transcurrido este tiempo se anadib a cada tubo 0.2 ml del reac~
tivo de Folin-Ciocalteau, se mezcld y dejd en reposo 30 minutos a
temperatura ambiente en obscuridad, posteriormente se ieyeron los
tubos en un espectrofoiémetro a 500 nm contra un blanco dé:reacti

vos tratado de igual manera gue las muestras. P
- Los valores obtenidos se interpolaron en la curva Qatrﬁhjeiabo—
rada previamente, empleando como referencia albfimina.sérica bovi-

na en concentraciones crecientes de 0 a 250 mg.-

4. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES. .
Se empleb el método fenol-&cido. sulfﬁricbﬁdé Dubois y col.
(11), el cual es un mé&todo sencillo, répido y ﬁtil tanto para mo-

nosaciridos como para sus derivados metilados,'asl como olxgosacé
ridos y polisacéaridos.

Soluciones.

A.- Solucibn acuosa de feﬁol al 5%, ERR

B.- Acido sulfﬁrlco concentrado.~‘

C.~ Referencia de azﬁcar. glucosa en una
en agua destilada.
Procedlmlento.

- En tubos de ensaye (13 x‘100,

tra a determinar, y 480 Al‘de'agﬁa dest
lumen total de 0.5 ml. :
- A continuacién se les aﬁédibvo;ﬁ mlde
los tubos en un bano de hlelo
- Se agregd a cada tubo l. B ml‘de écldo sulfﬁrico cdﬁcehtrado mez
clando con un vortex y se m1d16 la absorbenc1a en ‘un espectrofotf

metro a 480 nm contra un blancp»de~reactivos.
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- Las lecturas se interpolaron en la curva patrf6n previamente ela
borada siguiendo el procedimiento anterior con glucosa como refe-—

rencia, en concentraci6tn de 0 a 80 aug.

5. PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO.

Con ‘el proposito de concentrar las muestras y aumentar su

pureza,  las enzimas obtenidas por filtracifn en gel ge precipita-

ron con sulfato de amonio s&lido, gue se afiadio de manera gradual

(precipitacibn fraccionada). A una concentracién elevada de la

sal se elimina el agua de hidratacifn de las mol&culas proteicas
reduciendo su solubilidad, por lo gue la proteina pfecipité'de la
solucibn, sin perder su conformacifn nativa (18).

Procedimiento.

El sulfato de amonio agregado a fin de alcanzar la satura

cibn deseada se calculsé de tablas de referencia, consxderando que

para precipitar una solucidn de proteinas al 100% de saturac;én

se requieren 767 g/l.

- La precipitacitn de la oroteina se. observo hasta alcanza

una
saturacidn del 100%.

- La soluci&n precipitada se mantuvo en. reposo tod_;la noche Y

posteriormente se centrifugb a 15 000 rpm a 4A°c por 30 minutos.

- Las enz1mas precipitadas se resuspendieron en soluc16n salina
0 85% y se dializaron exhaustivamente contra esta misma solucibn,

hasta obtener una prueba de sulfatos negativa. Esta prueba consig

te en colocar en un tubo de ensaye volumenes iguales de cloruro

de bario.al 1% y de la solucibn en_qué se dializaron las enzimas.

Si hay presencia de sulfaﬁo'éé amonio &ste reacciona con el cloru

ro de bario y forma sulfato de bario insoluble que precipita y en
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turbia la solucién, indicando una prueba positiva.

Las enzimas purlflcadas b4 concentradas mediante el proce-

dlmlento anterlor se emplearon para realizar.el estudxo’

lectrofg

ético en gel de poliacrilamida.

6. OBTENCION DE HEMISFERICINA DIALIZABLE. (H-D) ¥ PINGUINAINA DIA-
LIZABLE (P-D)- ' ;

Las soluciones de las enzimas precipitﬁdas confsuiﬁato de
amonio se dializaion‘contra amortiguador de citratdﬁ;meféurial
0.02 M pH 5.5, de la siguiente manera: e
~ Bolsas de didlisis conteniendo 15 ml de soluci6n de lés enzimas
(3mg/ml) sSe sumergieron en 10 ml de amortiguador, sacdZndose inme-—
diatamente, se considera este tiempo como tiempo cero.

- A continuacién se sumergieron nuevamente los sacos de diflisis

en-el mismo volumen de amortiguador, realizando cambios a las 12,
24 y 48 hrs.

- Posteriormcpte a cada cambio de amortiguador -se.l ?ﬁéiéiminaxon

proteinas y actividad proteolitica.

7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA3':,
El gel de poliacrilamida es ﬁn'éobqrté:gonﬂgraﬁ‘estabili-
dad quimica y mecdnica, y gran tranépafeﬁéié, que‘pfépdrciona una
alta pureza analftica Y permite el andlisis 'y labseparacién de
mezclas de proteinas. En la eleéﬁrdféiesis convencional (PAGE) la
separacifn depende de la carga, tamano y forma de las moléculas.
La electroforesis en gel de pollacrilamlda con dodecil sulfato de
sodio y 2—mercaptoetanol (SDS—PAGE) permite la separacién de sub-

unidades proteicas y la determlnaclén de 'sus pesos moleculares.
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Es especialmente Gtil en el‘anélisis de muestras con componentes
miiltiples asi como én sisﬁemés de subunidades de proteinas vira-
les, maﬂwaus.}yééidos nuciéicos y enzimas dificiles de disociar
por otros médios 

Las proteinas én éolucién en presencia de sDs Y 2—mercaptoet§nol
adquie#en una carga negativa al ser'reéubiertas por moléculas del
detergenté'ahiénico SDS y simultfneamente sus puentes disulfuro
se rompen, lo que permite la disociacidén de sus subunidades al
desplegarse cada una de las cadenas polipéptidicas que las consti
tuyen. Asi, éuando una proteina tratada de esta forma es sometida
a SDS-PAGE, su velocidad de migracifn dependerd basicamente de la
masa de la éarticula SDS-polipéptido, proporcionando el campo
eléctrico la fuerza impulsora necesaria para el desplazamiento de
la proteina [+] de sus subunldades.

El efecto tamizador de los geles es un factor importante en la se
paracifn ya gque la densidad de la malla o red del gel (tamafio del
poro) puede variarse. al varlar la concentracidn de acr 1lamid= h'g
metilenobisacrilamida en un amplio rango, permltlendo la separa—
ci6én de proteinas de muy diferentes tamafios.

EL calculo del: peso molécular se realiza al’ comparar la; mov1lwdad

electroforétlca de una proteina con la de proteina rgﬁerenc;a

de peso molecular conoc1do (marcadores)

Soluciones.
A.- Acrllamlda-bls 30% 0. 8
Dlsolver 30. g de acrllamlda y 0 8 ' ) ksacrilamida

en agua destllada y aforar a 100 ml Flltrar ‘con papel Whatman #1

y mantener a‘4-°Cc en " frasco’ ambar.
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B.~ Tris-HCl1l 1.5 M pH 8.8.

Disolver 18. 15 g de tris base en 50 ml de agua destllada, -ajustar

el pH a 8 8 con Hcl 1N y aforar a 100 ml.

c.- Ti' -Hc1 olsM pH 6.8.

Dlsolver“3 0 g de tris base en 25 ml de agua destilada,

jﬁstar el
pH a 6.8 con HC1 2 N y aforar a 50 ml._“'i :
- D.- Dodec1l sulfato de sodia (SDS) al 10%.7
E.- Persulfato de amonio (PSA) al 10%.

F.- N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)..

G.~ Amortiguador de muestra. ’ S
Mezclar ld ml de tris-HCl pH 6.8, 10 ml dé glicerol, 2 ml de azul
de bromofenol al 0.1% y 18 ml de agua destilada. Para SDS—-PAGE
agregar 10 ml de SDS 10% y 1.0 ml de 2-mercaptoetanol.

H.~- Amortiguador de corrimiento. :

Disolver 15 g de tris base y 72 g de glicina en agua aestilada.
Aforar a 5 litros, verificar gue el pH sea 8.3. Para ser utiliza-~
do en SDS-~PAGE agregar 5 g de SDS.

- Sslucién fijadora para proteinas.

Mezclar 400 ml de metanol con 70 ml de dcido acéﬁ1c03Y'aférar a

1 litro con agua destilada. Guardar en frasco &mbar:
J.~- Solucién fijadora para glicoproteinasi
70 ml de ‘dcido ac&tico se aforan a1 1itf§j¢dq;' vaidestilada.

-~ 8olucién. para tincién de proteinas.

Disolver 1.25 g de azul brillante de Cooma en 454 ml de meta-

nol al 50%, agregar 46 ml de éc1do acétlco gltar durante 30 mi-

nutos y filtrar.

L.~ Solucién para tincién de glicoproteinas' (Reactivo de Schiff).
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Disolver 1 g.de fuscina bisica en 200 ml de agua destilada en ebu

llicién,fagitaxfpbg"s[ inutos.fCuando esta solucién se encuentre

a
en

reposo_duranféﬁ

Agregar—Z'que Ty

Mezelar 300 ml de etanol con 200 ml de 5c1do acétl 2

lLtros con agua destilada. ) ) =
N.~- Solucibn destenidora para glicoproteinési
100 ml de &cido acético se aforan a un iitro}cqn‘agu stilada.
N.- Gel de separacibn, concentracién de 11. 5% i : ‘
En un matraz kitazato se mezclan 11.5 ml: de acr11am1da~bls30%0 8,
7.5 ml de tris-HCL 1.5 M pH 8.8 y 10.55 ml de agua destllada. Des
gasificar con vacio por 3 a S mxnutos. Agregar 0.05 ml de PSA al
10% Y 10 u; de TEMED mezclar suavemente y apllcar de 1nmedxato a

las placas ‘de v1drlo. Para ser utilizado.en SDS—PAGE agregar 0.6
ml de SDS al 10%. S

O.— Gel ﬁe concentracidn. .

Mezclar 2.5 ml de acrilamida-bis 30%:0.8, 3.75 ml de tris¥HC1 6.5
M pH 6.8 ¥y 8,55 ml de agua destilada. Desgasxf;car con vacio por
3 a 5 minutos vy agregar 0.05 ml de PSA 10% y 7 5 p@ de TEMED, mez
clar suavemente y aplicarx lnmedlatamestg a,Las,plécas. Para  SDS—

PAGE agregar 0.15 ml de SDS 10%.

Procedimiento.

Se utilizd el equipo de electroforesis vertical LKB 2001,



— Todos los artefactos y materiales se lavaron con detergente,
agua corriente y agua destilada. Las placas de wvidrio y los sepa-
rado;gs se lavan ademfs con metanol u otro solvente org&nico para
eliminar los residuos de grasa.

- Se sobrepusieron dos placas de vidrio (180 x 160 X 3 mm) colo-
cando entre ellas en los extremos laterales dos separadores (1.5°
mm. de-grosor), montindose sobre su base y verificando que los bor
des inferiores estuvieran perfectamente sellados para evitar fu-
gas al momento de colocar la solucifn del gel separador. Se nive-
lé ia base sobre una superficie plana.

- Entre ambos vidrios queda un espacio de 1.5 mm dbﬁdeise'deposi—
ta la solucién del gel separador, gue se prepara momenﬁoé'antes
de su aplicacibn. ' k

- En la parte superior se estratifica agua destilada para evitar
gque se deshidrate el gel y facilitar su pclimerizacién horizontal.
Dejar polimerizar durante dos horas.

- Se elimina por decantacibn el agua y se seca con papel filtro.
- Se coloca un peine de diez pozos (los espacios ocupados por los
pies del peine serdn los sitios de aplicacifn de las muespras).

- A continuacifn se prepara el gel concentrador y se aplica en el
espacio libre entre el gel de separacibn y el pe;pe, hasta el bor
de superior de las placas. Dejar polimerizar duf;nte una hora.

‘'~ Pranscurrido este tiempo, Se retira el peine y los sitios de‘-

aplicacién se enjuagan varias veces con agua destilada,

Preparacién de las muestras.

SDS~PAGE. Las muestras (enzimas) se mng1é;dg coﬁ”@h:volumen

igual de amortiguador de muestra y se incubaron Siguiendo un pa-
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tr6n de variaciones de temperatura y tiempo de incubacibn.

- Marcadores para SDS—PAGE. Las muestras de:las proteinas de pe-

sos moleculares conocidos, y que'Sirvenncomofmarcadores se disol-

vieron en amortlguador de muestra para SDS-PAGE 'y se incubaron a

100 °C durante un mznutoL

PAGE convencional. Las muestras se mezclaron con un volumen

igual de émortiguador de muestra, que permite gue corran a través
del gel y el ‘colorante que contiene noé facilita la observacifn
visual del desplazamiento del frente durante el corriﬁiento.
Electroforesis.

- Colocar la clmara superiof sobre las placas de vidrio. que cpn;
tienen los geles, verificando gue esté& bien sellada.

- Colocar 750 ml de amortiguador de corrimiento en la c&mara.

- Depositar las muestras en los pozos, utilizando para ello 'micro
jeringas Hamilton de 100 nl.

- La cantidad de muestra aplicada en los corfimientOS'efé¢tq5déé
fue de 20 nl para Hemisfericina (2.5 mg/ml) y de 10 Ai para Pin-
guinaina {5 mg/ml); de los marcadores (SDS—PAGE& se;églicbﬁeﬁ ca—

da caso 20 nl (1 mg/ml).

- Colocar en la c&mara inferior el refrigerante y conectarlo a:un

recirculador de agua, ajustadoe a temoeratura canstante de 10 °C.

- Depositar aproximadamente 3.5 lltros de amortlguador de corri-

miento dentro de la cémara lnferlor.K

- Retirar de la base la c@mara super;or con los geles ¥ colocarla
dentro de la cémara inferior, verLflcando que no ex;stan burbujas

de aire en la base de los geles, que alterarian el flujo de la co

rriente.
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- Colocar la tapa de c8mara y conectar el sistema a una fuente
de poder (Bio-rad 500).

- Se utilizd una corriente constante de 30 mA por placa, bon un
tiempo de corrimiento de 4 hr; el corrimiento se detuvo cﬁando el
frente llegg aproximadamente un cm por arriba del limite inferior
de los geles. o k

- Una vez finalizado el corrimiento de desconecta el sistema vy se

separan las placas de vidrio para obtener los geles.

Fijacién y tincidén para proteinas.
- Los geles se depositaron en un rec1p1ente con. so jadora

manteniendose asi durante toda la noche.

- Se transfieren los geles a otro ré;ib;gpﬁe”con,coLqranté‘para
su tinciSn durante 2 hr, ' ’4‘ : : : :W‘
- Se elimina el colorante, destlnendo con cambios frecuentes de
solucibn destefiidora, hasta que las bandas de proteina se obser-

ven perfectamente definidas y el resto del gel este transparente.

Fijacibén y tincidn para glicoprbteinas.' e

- Los geles se depositan en un recipiente éon solucién'fijadora Y
se dejan durante una hora a temperatﬁra ambienfe;‘ S

- La seclucifn fijadora se elimina sustituyéndola. con una solucibn
acuosa de &acido peryddico al 0.2%, en donde permacen durante 45
minutos a 4 °C.

- Inmediatamente después los geles se transfieren al reactivo de

Schiff y se mantienen en refrigeracibn duranté'45:mihdto$L

-~ Se elimina el colorante y se destifien’ los geles»

cuentes de soluc16n destenldora.

- Para la retencién de las bandas coloreadas,se recomienda mante-
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ner los geles en refrigeracién.

Determinacién- del peso molecular.

Al observar las bandas claramente definidas en los geles,
se midi6 ié‘distanci$ de migracifn'de las bandas desde el inicio
del gel gépéfador hasta el centro de la banda, la distancia de mi
graciényse expresa en cm, este valor se divide entre -la distancia
total—dé!ﬁiéracién del azul de bromofenol del frente obteniendo
ast la“moﬁilidéd relativa (Rf) de las bandas de las muestras pro-
blema: Estos valores se interpolan en una curva patrdn previamen-—
te élabéfada graficando los valores de Rf de los marcadores én el
eje de las abscisas y los logaritmos de sus pesos moleculares en

el ejé‘de las ordenadas.

R = distancia de migracitn de la banda de proteina
£ distancia de migracidén del frente

*El'estudio electroforético de ambas enzimas:se!#eéiizé

cén las ‘siguientes variables: : S
A, Elecﬁréfqresis convencional (PAGE).
B.- En p?éséﬁcia de SDS y 2-mercaptoetanol (SDS-PAGE).... . Z

aj-coﬁ'diferentes temperaturas de incubacifn 40, 60, 85.y 100
°¢c, y tiempo de incubacibn de 10 minutos en todos los casocs,

b) con diferentes tiempos de incubacibn de 0 a‘30 minutos {(va-
riaciones de 5 minutos), a una temperatura de 85 °C.

c) diferente temperatura de incubacibén de 65 a 85 °C (variacio
nes de 5 °C), ¥y tiempo de incubacifn de 10 minutos.

d) con incubacifn de las muestras durante 60 minutos a 100 °C.

C. En presencia‘de SDS y sin 2-mercaptoetanol.
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a) con diferentes temperaturas de incubaci&n 40, 60, 85 y 100

°C, ¥ un tiempo de incubacibén de 10 minutos en todos los casos,

b} con diferente tLempo de 'incubacibn de 0 a 30 mlnutos (varla

ciones de 5 mlnutos) y ‘una temperatura de 85 °C

Determxnacxﬁn de activ1dad proteolitlca ‘de 1as muestras separadas

por electroforesis;‘

Para esta prueba se corrieron ambas enzimas en PAGE con-

vencional, una . vez terminada la corrida se cortaron- tiras del gel,

conteniedo cada una un solo tipo de banda proteiéa.»Cada tira,
sin fijar ni tefiir, se coloct en 4 ml de émortiguador triseC1

0.05 M'pﬂ 7.8 durante 30 minutos a f£in de extraer todﬁ 1é‘¢nz;ma,
y posteriormente se determin® la actividad énzimética‘aél'extrag

to sobre Azure.

8. PRUEBAS INMUNOQUIMICAS.

8,1. Obtencitn de antisueros.

Las enzimas obtenidas por flltracxﬁn molecunlar  en gel se
mezclaron con adyuvante completo de Freund, y - se inmunlzaron en
conejos de la cepa Nueva Zelanda.

Las inmunizaciones se efectuaron semanalmente con 600 ng de cada
enzima, resuspendidas en solucién salina 0.85% v mezcladas volu-
men a volumen con adyuvante completo de Freud. Se aplicaron pox

via subcutdnea.

Despu&s de 4 inmunizaciones se sangraron los conejos de la vena

marginal de la oreja, permitif&ndose la coagulacién espentdnea de

la sangre y separando el suero con pipeta Pasteur.

Los sueros se mantuvieron a -40 °C hasta su uso.
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8.2. Doble inmunodifusidn.

La presencia de anticuerpos se estim6 precipitandoc el an-
tigeno (enzimas) con el antisuero especifico, por doble inmunodi-—
fusibtn, al difundir ambos en una capa semisSlida {(tal como el gel
de agar), form&ndose bandas de precipitacién'en el sitio donde la
concentrécién es 6ptima para los reactantes.

Se realiz6 siguiendo la t&cnica descriﬁa por:0upﬁtgfiony (26).

Soluciones.

A,.—- Agar al 1.5%.
Disolver por calentamientovl;S‘g_dé,aga; pﬁr fiééd

solucién salina 0.85%. Afadir 1 ml de azida de

B.- Solucibn tefidora.

pisolver 500 mg de amido negro en_looiﬁ ‘de&cido &tico al 5%.
C.~ Solucitn destefidora. :
Acido acé&tico al 3%.

D.~ ScluciSn prescrvadora. ...’

Mezclar 10 ml de'éiiééiélféénfsbfhl;deféoiuc;an‘salihajdﬁéé%, adi
cionada de mercurial. . ‘

Procedimiento.

- En cajas de Petri de 10 cm de didmetro colocadas sobre una su—
perficie totalmente horizontal, se depositaron 20 ml de la solu-
citn de agér en ebullicibn, y se dejd solidificar.

- Se realizaron 5 perforaciones en el gel, un bozo central y cua-
tro pozos periféricos equidistantes.

- En el pozo central se coloc6 el antisuero, gque se dejé difundir
durante 24 hr.

- En los pozos periféricos se depositaron los- antigenos. (Hemisfe-
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ticina, Hemisfericina Dializéble r.-Pinguinaina .y Pinguinaina

Dializable); .

- Las cajas-deiPet

ratura ambient

- Se examind:ip

exhaustivamente con

solucidn ;salin e remover las protel

nas no reacciona

a’'s luQiSn'de amido negro 0.05% du-

olo:aﬁte se elimind con cambios

rhasta observar .claramente las
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RESULTADOS.
I. Aislamiento y purificacién de las enzimas.

) El jugo de los frutos de ambas Broméliaceas es de un color
amarillo. La tabla 1 muestra que el peso promedio del fruto es ma-
yor para B. pinguin obteni&ndose por loytanto mayor cantidad de
jugo por cada fruto, los valores de pH son muy similares (dcidos})
en ambos casos. La cantidad de azficares totales es mayor para B.
pinguin asf como la cantidad de protefinas, mientras gue la concen-

tracidn de azficares reductores es mayor para B. hémisphaerica.

Cromatograffa de exclusién molecular. ’

En el perfil de elucidn en Sephadex G-75: (fig. 1) gue pre-
senta el jugo de B. pinguin, se observan 2 picqs. El,pi¢o I, que
sale dentro del volumen de exclusién, con'escASé’aetividad'enzimé—
tica sobre casefina, y el pico II, con elevada aé;ividéd'enzimética.

El perfil de elucién en Sephadex G-75 (Fig. 2) para el juqo
de B. hemisphaerica muestra 3 picos. El pico I que sale dentro del
volumen de exclusidn con alta concentracidén de azlicares totales
(tabla 2) y escasa actividad enzimitica sobre azure, el pico II,
con elevada actividad enzimdtica y menor concentracién de azlcares
totales, y el pico III constituido principalmente por un pigmento

amarillo.

En los perfiles cromatogrdficos de estas proteasas se ob~
serva que el segundo pico de cada una de ellas es el gue presenta
la mayor actividad enzimitica. Son estos picos los utilizados para
la realizacidn del presente trabajo y que denominamos enzimas f£il-

tradas.



TABLA 1.

Algunas caracteristicas

Bromelia hemisphaerica y B. pinguin.
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del fruto y jugo total de

B. hemisphaerica. B. pinguin4
Peso promedio por fruto 22.0 g 13279 'g
Volumen promedio de jugo . : B ; i
por fruto. 10.0 ml 13.0 ml
PH promedio de jugo. 3,2 ' 3.5 . L
Proteina en jugo. 6.8 ‘mg/ml -~ 0 mg /ml
Azficares totales en jugo. 712506 ‘mg/ml *155;0.m§/ml
Azficares reductores. i   29.Q3ﬁg/m1' ‘éz,Ofmg/ml
Azficares totales “e"idé bi¢ds obtenidos por filtra-
cién en gel. ' . R ‘
B. ‘hemisphaerica B. pinguin
Pico 1. : "5.0.mg/ml. No determinado
Pico 2 2.5 mg/ml ' 3.1 mg/ml
Dializables. 0.065 mg/ml 0.1 mg/ml

Actividad espebifiéa de ambas enzimas sobre

Powder Azure.

. TABLA 3

Hide

B. hemisphaerica

B. pinguin

Jugo total
Filtracién en gel

Precipitadas con sulfato
de amonio.

Absorbencia/min/ml.

0.12

0.5

0.7

0.12

0.6

0.9
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Figqura 1. Perfil cromatogr&ficoc del jugo
Aializado de B. pinguin en Sepahdex G-75
Se empled una columna de 2.5 cm x 100 cm
con flujo constante de 35 ml/hr. Se co-
lectaron fracciones de 4 ml. Como eluyen
te se utilizd amortiguador de citratos
0.02 M pH 5,5 con acetato fenil murclri-
co. La linea continua indica absorbencia
a 280 nm. y la linea discontinua la D.O.
de la actividad enzim&tica sobre casefna.

7O (veatvemn yNam1y o

;Figﬁra 2. Perfil cromatogrdfico del jugo
“Gializado de B. hemisphaerica en Sephadex

G=75. Se empleS una columna de 2.5 x 22 cm
con flujo constante de 34 ml/hr. Se colec-
taron fracciones de 4 ml. Como eluyente se
utilizo zmortiguador de citratos 0.02 M

pPH 5,5 con acetato fenil merclGrico. La 1li-
nea continua indica absorbancia a 280 nm.

y la linea discontinua 1la D.O. de la acti’

vidad enzimatica sobre azure.

6C
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Actividad especffica.

La tabla 23 muestra los valores de la actividad especifica

e amonlo al 100% de saturac16n, observ&ndose

“B.

"de pollacrllamlda.

PAGE convenclonal Los corrimientos electroforétlcos reali-
zadoskép:ausencla de agentes reductores y desnaturallzantes, mues-
tran 3 ﬁé;&éé,pafé Hemisfericina y 2 bandas para Pinguinaina L
(fig. 3)'cada una de ellas con actividad enzimitica (tabla 4). La
tinecibén para glicoproteinas con el reactivo de Schiff fue positiva

para todas las bandas observadas en la tincién para proteinas.'

SDS-PAGE. En presencia de SDS y 2-mercaptoétanoi.
a) Con diferente temperatura 40, 60, 85 YA100°C ¥ lorminutos

de incubacidén en todos los casos.

Las muestras de Hemisfericina lncubadas a 40 y 60°C ‘se. resuelven

en 9 bandas, y las incubadas.a 85 'y 100°C sdlo en 3

con pesos mo—
leculares mayores para las bandas obtenldas a 40 y 60°C i que los
gue se obtienen a 83 y 100°C (fig. 4, tabla 5‘
Las muestras de Pinguinafna incubadas a 40 y 60°C se resuelven en
5 bandas, mientras gue las incubadas a 85 y 100°C sdlo en72, con
pesos roleculares menores a los que presentan las bandas obtenidas
a 40 y 60°Cc (fig. 5, tabla é).

b) Con diferentes tiempos de incubacién de 5 a 30 minutos (in-~

tervalos de 5 minutos) y temperatura de incubacidn de 85°C.

Para Hemisfericina obtuvimos un patrdén de 3 bandas en todos los



Figura 3. PAGE convencional de Hemisfericina(ﬂ)
Y Pinguinaina (P :

T TABLA 4;

Actlvxdad enzlm&tlca ‘de. las bandas de Hemlsferi—

“o.cina’ly Plnguinaina, obtenidas en PAGE convencio-
nal ' .

;gemiSEericina__kyr ADsorbunCla/min/ml
’ Banda R 0.075 )
Banda 2 '0.073
: ; ' 0.070
é‘i‘né_“lihaiha ,
*iﬁéﬁéaf1 » 0.080"

" Banda 2 0.10
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Figura 4. SDS-PAGE de Hemisfericina con
diferente temperatura 40, 60, 85 y 100°C
y-10 ' minutos de incubacién. (M) marcado-
res de peso molecular. Anhidrasa carb&-
nica, 29,000; trypsinogeno, 24,000; lac—
toglobulina, 18,400; lactoalbGmina,l4,200.

40 80 86 HH M

Figura 5. SDS-PAGE de Pinguinafina con di-
ferente temperatura 40, 60, 85 y 100°C ,
y 10 minutos de incubacidn. (M) marcado-
res de peso molecular. Anhidrasa carb6-
nica, 29,000; trypsinogeno, 24,000; lac-
toglobulina, 18,400; lactoalbfimina,14,200.
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Tqbla 5. Pesos moleculares de las muestras

de Hemisfericina incubadas a 40, 60, 85 y
L00°C. SDS-PAGE.

Temperatura de Pesos moleculares.
incubacién.

40 y 60°C 95,400
23,100 .
72,800
70,700
54,900
50,100
39,800
33,200
30,200

85 y 100°C 10.500
9,000
8,000

Tabla 6. Pesos moleculares de las muestras
de Pinguinaina incubadas a 40, 60, 85 v
1060°C. SDS-PAGE.

Temperatura de Pesos moleculares.

incubacidn.
40 y 60°C 75,800
- 72,400
58,800
37,100
32,200

85 y 100°C 10,000
. 8,000




15 20 25 30 M

Fiqura 6. SDS—-PAGE de Hemisfericina con di-
ferente tiempo de incubacifn de 5 a 30 mi-
nutos. A 85°C. (A) temperatura ambiente. .
(M)} marcadores de peso molecular.Anhidrasa
carbdnica, 29,000; lactoalbGmina, 14,200.

15 20 25 §0

Fiqura 7. SDS—-PAGE de Pinguinaina con dife~
rente tiempo de incubacidén de 5 a 30 minu-
tos. A 85°C. (A) temperatura anlbiente. (M)
marcadores de peso molecular. Albdmina de
hueveo, 45,000; anhidrasa carbdnica, 29,000;
lactoalblmina, 14,200.
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tiempos de incubacifn, similar al patrén obtenido-a 85°C y 10 minu

tos de incubaci6n (fig. 6).

Para Pinguinafna observamos un patrén,de~?»

tiempos de incubacisdn, similar al péfr&h.éﬁt
tos de incuhacién (fig. 7).
nes de~5°c Ty un tiempo de incubacién- de 10 mlnutos.
En Hemisfericina se observa desde 65°C el mlsmo patrén de 3 bandas
gue presentén las muestras incubadas a 85°C (fig. 8)

Mientfés qﬁé para Pinguinaina a 65, 70, ¥ 75°C hay un miémo patrén
de 3 bandas con mayor peso molecular gue las que se obtienen a 80

y 8s°c (flg. 9, tabla 7).

d)fCoanhcubacién de las muestras a .100°C durante 60 minutos.

En la'fiéﬁra 1075e ébserva ‘tanto para Hemisfericina como para Pin-

gulnaina una: sola banda con un peso molecular aproximado de 8,300
daltones. ‘

Se determlné la acL1v1dad °q71mét1ca de ambas muestras en
presenc1a de SDS y 2-mercaptoetanol ba]o las mismas’ condxc;ones de
tiempo y temperatura de incubacidn empleadas en los corrimientos
electrofor&ticos, observandose que,lé,acﬁividad és?écifica de las

muestras disminuye al aumentar la temperéﬁura_(tabla 8).

SDS—-PAGE. En presencia de SDS y sin 2-mercaptoetanocl.

a) 'Con diferente temperatura 40, 60, B85 y 100°C , y tiempo de
incubacién de 10 minutos.

En Hemisfericina observamos el,miémo patrén electroforético de 4
bandas para las temperaturas de 40 y 60°C , para 85 y 100°C el pa-

trdn es de 6 bandas con pesos moleculares menores al., que poseen las



ig. 8.
erente
minutos

huevo,
29,000.

SDS~PAGE de Hemisfericina con di-
temperatura de 65 a 85°C. Con 10
de incubacién. (M) Albfimina de
45,000; anhidrasa carbénica,

w B —_—=

—_ e s 66 70 75 80
85 M M

carbénica, 29,000.

P -

PP P P
Fig. 10. SDS-PAGE de Hemisfericina y
Pinguinafina con incubacién a 100°C
durante una hora. (M) ASB, 66,000;
lactoalbtGmina, 14,200.

86

ig. 9. SDS-PAGE de Pinguinafna con di-
‘erente temperatura de 65 a 85°C. Con
10 minutos de incubacién.

(M) Anhidrasa

3¢



Tabla 7. Pesos moleculares de las mues-— Tabla 8. Valores de Actividad especifica

tras de Pinguinafna incubadas de 65 a para las muestras de Hemisfericina y Pin-
85°C., durnate 10 minutos. SDS-PAGE. guinafna en presencia de SDS y 2-mercapto-
etanol.
Temperatura de Peso molecular.
incubacién. |IPemperatura de iActividad especifica.
lincubacidn. Absorbencia/mim/mg.
65, 70 y 75°C. - 52,400
46,700 . o . H P
38,000 <
. 40°C N 0.82 0.88
o R = 60°C . 0.47 0.57
80 y 85°cC. R 10,000 (RIS LS 65°C 0.21 - 0,32
8.120 i Thin 70°C 0.15 0.24
: b . 75°C 0.14 0,12
80°C 0.13 0.10
B 85°C - 0.06 0.075
- w1100 C ) 0.06 0.06
Tabla 9. Pesos moleculares de las mues~ Tabla 10. Pesos moleculares de las muestras
tras de Hemisfericina incubadas a 40, de Pinguinafna incubadas a 40, 60, 85 y
60, 85 y 100°C durante 10 minutos. PAGE 100°C durante 10 minutos. PAGE en presencia .
en presencia de SDS sin 2-mercaptoetanol. de SDS sin 2-mercaptocetanol. ' R
?emperaturade - Peso molecular. Temperatura de Peso molecular.
incubacién. . incubacidn. .
40 y 60°C 75,800 40 y 60°C - 63,000
63,000 . 53,700, ..
56,200 : v . 37,100 .k
50,100 ! . . BE s
85 y 100°C , .. .17,700 85.y 100°C - . 1571005
15,800 , 13,100
14,700 ' 12,800
14,100 8,300
’ 8,000
8,300 ’
8,100

LE
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4 bandas en gue se desarrollan las muestras incubadas a 40 y 60°C

(tabla 9).

Las muestras'Qe”?inguihaina in¢tbadas;a 40 y:60°cb desarrollan 3
pandas y 1aé'da;85.y ~ s.bandas (£ig. 12)1fésﬁa3'ﬁltxm§é~con

menox pesd.méiécui f‘éifqhé'ébéeen 1és'bandés'démkpiy;66h
bla 10). ‘ -

{ta~

b) Con diferente ‘tiempo de incubacifn de 0 5,307minﬁ£bs, e
temperatura de incubacibn de 85°C (ée considér57¢6M6btiéhéo cero
las muestras a temperatura ambiente). i
Para Hemisfericina a tiempo cero de incubacién, se obserQan 4 ban-
das semejante al patrdn que se obtuvo a 40 y 60°C con 10 minutos
de incubacifn; y un patrén electroforé&tico de 6 bandas para todas
las muestras incubadas desde 5 a 30 minutos (fig. 13).

Las muestras de Pinguinaina a tiempo cero de incubacidn, presenta
3 bandas, similares al patrdSn gue se obtuvo a 40 y 60°C y lorminu~
tos de incubacibn, y el mismo patrdén electroforgtico de '5 bandas
desde 5 a 30 minutos de incubacidén (fig. 14).

En los corrimientos electroforéticos anteriores.se observa
un patrén electroforético similar para ambas enzimaS‘yérqﬁerel
nimero de bandas en las gue se desarrollan no disminuye coﬁforme

se aumenta la temperatura de incubacidén a diferencia del comporta--

miento observado en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol.
3, Cinética de salida de H-D y P-D.

En la figura 15 se esquematiza la ciné&tica de diflisis de
ambas enzimas, observandose gran similiutd. Las formas dializables
de la Hemisfericina y Pinguinafina (H~D, P-D) obtenidas, se concen=—
traron por evaporacién a temperatura ambiente.



Figura 11. PAGE en presencia de SPS y sin
2-mercaptoetanol de Hemisfericina con di-
ferente temperatura 40, 60, 85 y 100°C. y
10 minutos de incubacién,

10 6o’

Figura 12. PAGE en presencia de SDS y sin

2-mercaptoetanol de Pinguinaina con dife-
rente temperatura 40, 60,

85 y 100°C. Con
10 minutos de incubacidn.
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Figura '13. PAGE en presencia de SDS y sin

2-mercaptoetanol de Hemisfericina con di-
ferente tiempo de incubacifn de 5 a 30 mi
nutos, con variaciones de 5 minutos. A
85°C. (A) temperatura ambiente. (M) Anhi-
drasa carbdnica, 29,000; lactoalblmina,
14,200.

]
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Figura 14. PAGE en presencia de SDS y sin
2=-mercaptoetanol de Pinguinaina con dife-
rente tiempo de incubacidn de 5 a 30 minu
tos con variaciones de 5 minutos. A 85°C.
(A) temperatura ambiente. (M) Anhidrasa
carbénica, 29,000; lactoglobulina, 18,400;
lactoalblmina, 14,200.
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Yi~ura 15. Cin&tica de salida de Hemisfericina
y Pinguinaina dializables a temperatura ambien
te. A partir de 0.7 y 0.88 unidades de D. O.
iniciales para Hemisfericina y Pinguinaina res
pectivamente.

4. Pruebas inmunoguimicas.

Las enzimas obtenidas por filtracidén.-en gel v sus formas
dializables, por doble inmunodifusién contra sueros homélogos vy
heterSloges dan una sola banda de precipitacifn tanto para Hemis-—
fericina como para Pinguinaina y sus formas dializables, observan-—
dose gran similitud puesto gue tanto los sueros homSlogos como he-
terdlogos las reconocen practicamente de igual forma. Sin embargo,
las enzimas aungue muy semejantes, no son iguales, es posible ob-

servar un pegueific espolén de identidad parcial (figs. 16, 17).



Figura 16. Doble inmunodifusibén. =H, antisuero:
Hemisfericina. H, Hemisfericina. H-D, Hemisfe-

ricina dializable. P, Pinguinaina. P-D, Pin~-. -

guinaina dializable. ’

Figura 17. Doble inmunodifusién. =P,

antisuero
Pinguinaina. P, Pinguinafina. P-D, Pinguinaina
dializable. H, Hemisfericina, H-D, Hemisferi-

cina dializable.
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DISCUSION.

La obtencidn y purificacibdn de las proteasas Hemisferici-
na y Pinguinain;,se realiz6 mediante procesos ripidos y reproduci
bles cpmoj%énE la cromatografia d& exclusidén molecular y la preci
pitaciéh:céﬁhééies. Como ha sido reportado para ambas especies,
el jugd dé,aﬁbés bromeliaceas presenta un alto contenido de pro-
teipas, azdcares totales y azQcares reductores. B. hemisphaerica
rinde menbr'cantidad de proteina, aunque presenta mas azficares re
ductores, mientras gue B. pinguin proporciona un altc centenido
de protefinas, mayor actividad proteolitica y menor cantidad de
azlicares reductores tanto para los jugos como para las formas £il
tradas y precipitadas.

Es interesante comparar la cantidad de proteina gue se ob
tiene de otras fuentes vegetales con las obtenidas de los frutos
de B. pinguin y B. hemisphaerica (8 g/1 y 6.8 g/l respectivamente)
de donde se obtiene una mayor cantidad de la gue se extrae a par-
tir de los frutos correspondientes para surtir la demanda comer-
cial' de proteasas; asi, de Carica papaya (de donde s2 coxtras la

papaina) se obtiene un rendimiento del 0.01% de enzima poxr peso

de fruto verde (16), de RAnanas comesus (de donde se extrae la bro
melaina) se obtiéne de 3.0 a 3.5 g/1 de jugo. Esta situacitn debe
rid considerarse desde el punto de vista tecnolbgico a fin de sus-
tituir las fuentes comerciales de importacién de proteasas.

El perfil de elucibn de los jugos de ambas bromeliaceas
presenta dos picos con actividad proteolitica, el primero es un

componente de peso molecular alto y sale con el volumen de exclu

sidn, tiene escasa actividad enzimdtica. El segundo tiene aproxi
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madamente el 90% de la.actividad enzimdtica total. Existe para E.
hemisEhaerica un tercer pico sin actividad enzimdtica, no analiza
do en este trabajo y que estd constituido fundamentalmente por un
pigmento amarillo. Estos resultados son semejantes a 1los reporta-
dos previamente para ambas enzimas (10, 32).

Al someterse a electroforesis en gel de poliacrilamida
las enzimas purificadas por filtracifn en gel y precipitadas con
sulfato de amonio al 100% de saturacién, la Hemisfericina se re-
suelve en 3 bandas catibnicas y la Pinguinafina en 2, todas con ac
tividad proteolitica; resultados comparables a los previos, ya
que la gran mayoria de las proteasas vegetales son catibnicas
(14) . Sin embargo, C6rdoba y col. (9) reportan un mayor nfimero de
bandas (formas moleculares), que las descritas en este trabajo.
En un intento por obtener resultados similares a nuestros repor-—
tes previos se realizaron diversos ensayos variando las condicio-
nes de corrida (pH, concentracidn del gel, fuerza ibnica del amor
tiguador, corriente, etc.), sin &xito. Consideramos como una ex-

plicacidn posible a esta diferencia a1l hecho de que en los corrxi-

2]

mientos previos se trabaj6 con las enzimas reci&n filtradas, mien
tras que en nuestros experimentos utilizamos las muestras manten£
das a —-40 °C durante un afio, y precipitadas con sulfato de amonio;

asi Takahashi y cols, (31) reportaron para Phaseolus -vulgaris gue

la lectina obtenida de semillas almacenadas difiere en su patrén
de agregacibn respecto a la lectina aislada de semillas recién co
sechadas, resultados similares a los gque obtuvimos y gue por lo
tanto apoyan el modelo molecular propuesto por nuestro grupo de

trabajo (9).
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Se demostrd por tlnc16n especiflca que las. formas moleculares en~
zimdticas ‘'son de naturaleza glicoproteica, con lo que ‘se. conflrma

gue la presenc1a de azﬁcares (reportada en estudlos anterlores)

se encuentra asoclada a 1as enzimas (33). Recientemente se deter—‘

minaron azﬁcares amlnados en estas formas enzlmatlcas y cuando me
nos 9 componentes activos separados:por cromatografia de 1ntercam
bic idnico én DEAE Sephadex (37), separacidn que con gesultados;
muy similares fue reportada previamente por nuestro grupo-(z); su
ponemos gque la presencia de aztGcares aminados en proporcitn dife=
rente en cada una de las formas explicarfa 1la diferencia eh movi-
lidad electroforética deyiés hiSmas. Por otro lado, durante la
precipitacidén con sulfato.de amonio sﬁlidg la solucidén de protei-
nas modificéd sustancialmenté‘su fuerza'iénicé, condicion que con-
sideramos modxf;cé 1a asocxaclén de las enzxmaé.

La electrofore51s “con: SDS e 2—mercaptoetanol a temperatu-
ra ambiente, 40 y. 60 °C se resuelve en ‘9 bandas para Hemisferici---
na y en 5 para Plnguinaina. El nﬁmero de bandas disminuye para He
misfericina a pa;t;rwde §$fc, hasta que a-100 °C se obtiene una
banda. Para Pinguinaina el nGmero de bandas igualmente va disminy
yvendo al aumentar la téﬁperatura de incubacidn salvo que se obser
va este fendmeno a mayor temperatgra-(?S °C) y nuevamente a 100°C
se obtiene una sola banda. Este comportamiento sugiere mayor esta
bilidad térmica de Pinguinaina que de Hemisfericina.

La tendencia a disminuir el nGmero de bandas en las que
se desarrollan las enzimas al aumentar la temperatura y el tiempo
de incubacidn podria tentativamente explicarse si consideramos

gue los enlaces no covalentes que estabilizan las diversas formas
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moleculares. enzimdticas (puentes de hidré6geno, interacciones hi-
drofbbicas, atracciones electrostéticas, fuerzas de Van der Waals,
etc.) y enlaces covalentes (puentes disulfuro) se estdn rompiendo
(disociahddiiéara dar lugar a formas més sencillas, de menor peso
molecular, éiendo la mis simple de estas la gue posee un pPesc mo-
lecular de 8,300 daltones, lo gue confirma lo reportado previamen
te para Hemisfericina y Hemisfericina Dializable (2)}.

Con base en la gran similitud existente entre estas enzi-
mas, sus pesos moleculares también similares (25,000 para Pingui-
nafna y_24,000 para Hemisfericina) y analizando ahora el modelo
‘propuesto’ (2) puede considerarse la posibilidad de gque las diver.
sas formas moleculares gue se presentan se deban a asociaciones
diferente§ entre los monSmeros de 8,000 daltones aproximados de
peso molecular, siendo etapas intermedias del fenOmeno de asocia
citdn-disociaci®dn, las formas obtenidas durante el tratamiento de
las proteasas con diferentes temperaturas y tiempos de incubaci6n.
Se descarta la probabilidad de gque las bandas en gque se resuelven
las proiecasas sean contaminantes y/o productos de autocatdlisis
de las enzimas, ya gue las mis sencillas de estas fqrmasrposeen
actividad hidrolitica, como quedd demostrade en leos experimentos
de cin&tica de salida de H-D y P-D.

Por otro lado, durante su tratamiento con un agente desna
turalizante (SDS), el nmero de bandas no diéminuye conforme au-
menta la temperatura, sino por el contrario se incrementa, este
fenmeno se explica si asumimos gue una temperatura de. 60 °C o me
nos no propicia la ruptura de todos los enlaces no covalentes ter

moldbiles, y dado que los enlaces disulfuro no se rompen puesto
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gue ne existe reductor, tentativamente podemos asumir gue el nﬁmg
ro de bandas en que se resuelven las enzimas representarian las
posibles formas de asociacibn de los monbmeros de 8,300 daltones,
dadas exclusivamente por puentes disulfuro. No creemos gque las va
riadas formas que se evidencian tanto por PAGE convencional como
SDS-PAGE y PAGE en presencia de SDS.y sin reductox, sean producto
de autocatdlisis, puesto gue por un lado la actividad enzimitica
no se presenta al pH natural del jugo (9), solo en presencia de
un reductqr (qisteiﬁa} y - no. sin pasar por alto ademds, que las en
zimas se encuentkén‘érdtegidas con acetato fenil mercdrico, y gque
la salida de laé formas dializables se efectud en presencia de
mercurial. ‘

La presencia de una sola banda de precipitaci6n tanto pa-
ra Hemisfericina como para Pinguinaina y sus formas dializables
que se obtiene por'doble inmunodifusitn con sueros homdlogos nos

muestra gue dichas formas son iguales antigénicamente, mientras

fiel

ve la ligera diferencia obtenida con sueros heterSlogos nos ha-
bla de la gran semejanza entre ambas especies, coherente con su
gran cercanfa filogenética.

Finalmente, es importante mencionar que el mé&todo de puxi
ficacidn empleado en este trabajo, basado en filtracién en gel y
precipitaciébn con sales, es un método muy sencillc y econdmico de
aislamiento y purificaci®dn de enzimas proteoliticas y que propor-

ciona un alto rendimiento de las mismas.



CONCLUSIONES.

. ‘}.-ELl jugo de los frutos de B. pinguin y B. hemisphaerica

posee ﬁna'e evada éantidad de enzimas, por lo.que es una de  las

me]ores fuentes de proteasas en la naturaleza.

nz;mas Hemisfericina y Pinguinaina.presentan gran

'cuanto a su patr6n de purificacién, ambas poseen la

gr&fico ‘en Sephadex G-75, y precipitan al 100% de saturac16n con
sulfato ‘de amonio, aparentemente sin contaminantes.

3. La electroforesis convencional en gel de poliacrilami-
dé (pH 8,3) de las fracciones filtradas y precipitadaé cbn‘sulfa-
to de amonio resuelve 3 bandas para Hemisfericinaby 2 para -Pingui

naina, todas con actividad enzim&tica. -

4. El empleo de sales en la purlflcac16n de estas'protea-

sas modifict sustancialmente su fuerza ibnica. y por ende su ‘aso-

ciacibn difiere de modelos previos.

5. Las diversas formas enzimdticas de Hemlsferlc;na Y de

Plngulﬁaina son’todas de naturaleza gllcoproteica.;i :

6. La Pinguinaina y la Hemisfericina presentan férﬁ&s dia
lizables con actividad enzim&tica (P-D y H-D) .

7. La electroforesis en presencia de SDS a diferentes tem
peraturas y tiempos de incubacifn para las dos enzimas da un nﬂmg
ro de bandas que disminuye al aumentar la temperatura, dando fi-
nalmente en ambas la forma mé&s simple, de aproximadamente 8,300
daltones de peso molecular. Considerando etapas intermedias del
fenbmeno de asociacidbn-~disociacitn los patrones electroforéticos

obtenidos en estas condiciones,
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8. Ambas proteasas son inmunogénicas en el conejo,.

9. La Hemisfériciné'y;la Pinguinaina -son antigénicamente

muy similares.

nantes antlgénlcos.if

-11. El modelo propuesto para Hemisfericxna puede apllcarse
a Pinguinafna ya que ambas presentan semejanzas en su purlflca-
cibén, comportamiento electroforétlco e- inmunogénico y también pre

sentan formas dializables con cingtica de sallda muy semejante



50

BIBLIOGRAFIA.

1.

7.

8.

10.

Abe, Y., Iwgbuchi, M., and Shin-ichi I., 1971. Multiple forms in
the subunit structure of concanavalin A. Bio.¢chem. and Bidphys.
Research Communications, 45 (5): 1271-1278.

Agundis, C., Reyes M., and Cérdoba>F” 1977. Hemisph;ericin D, a
dialysable and polymerizable protease found in Bromelia
hemisphaerica. Experientia, 33: B867-869.

Asenjo, C. F. and Del Capella de Fernandez M., 1942 FA{hewrpro; K

tease from Bromelia pinguin. Science,, 85: 48-4

Asenjo, C. F. and Del Capella de Fernandez

29: 35-49. -
Baker,J. G. 1889. Handbook of ‘the
London; p&gs.: 26-27,

Ball, A, D., 1941. Proteih—digééhipg_e:z&mésf

pple. U.S. Dept. Agr. Circ,;Séi“péq§f

Barret, A. J.,1980. P:oteinaseé;*?féd. #?¢9.,;§2539;1 .
Cooreman, W. H., Scharpe, S., Demeester, J.léﬁa7LéﬁQérs A; 1976.
Bromelain, biochemical and pharmacologycal properties. Pharm.
Acta Helv., 3] {4}: 73-28.

Cordoba F., Agundis C. and Reyes M., 1373. Una proteasa dializa-

ble y polimerizable descubierta en Bromelia hemisphaerica. Temas

bioguimicos de actualidad. U.N.A.M. México, Ppdqs.: 405-413.
Cruz, M. T., Oliver del C. M., Del Castillo L. M., Castafieda A.
M., 1974. Proteinasas de plantas Mexicanas I. Determinacién de
pesos moleculares de proteinasas cisteinicas por concentracién

de grupos tioles. Rev. Lat. Quim.,5: 18-23.



11.

12.

13.

14.

15,

16.

17.

i8.

19.

20.

'Lehnlnger,_

51

Dubois, M., Gilles, K, A., Hamilton, J.K., Rebers, P. A.,, and

Smithn J,,1956.'Colorimetrié method for determination of sugar

and sﬁbsﬁaﬁceé.“Anal Chem., 28: 350-359.

Fehrnstom, : "Moberg, U., 1977. SDS and Convehtionéerblyacry—

lamlde hel‘ElectrophoreSLS with LKB 2117 Multlphor. LKB aplx—
catlon note 306‘ 1-15.

Gardunn, R., Sorlano, M., Chavez, E., Cruz,'M L Del Castlllc

L. M.,}Y Castaneda A. M.,1974. Proteinasas de plantas Mex1canas

II. Puntos isoeléctricos y caracterxzac;én de formas mﬁlt;ples.

Rev.. Lat Ou1mq ‘5 543~-548.

Tnagami, T., and Murachi, T., 1963, Klnetlc studle of Bromelain

catalysls. Blochemlstry, g, 1439— 1444

Kimmel, J. R, and sSmith, F. L.,1957.
Advances in Enzymology, ‘19,. 257-334.‘
Kunitz,'M..1947. Crystalllne soybean, ryp51

Physiol., 3Q: 292~ 310.,

Laemmli, U. K..1970 Cleavage of structural P * ;che

head bacter oph'

Protelnas.

PurlflcaCLén i : _abién
En: Bioquim caiL

celulailﬂ Omega, Barcelona; P&gs. 161—187.'

Leon,’ A Fi, 197 Estudlos de la Hemisfericina en cromatografia

de 1ntercamblo 1on1co (carboxlmetllcelulosa), asi como en elec-
troforesls,enrael de poliacrilamida y algunos estudios bioquf-—
micos. Tesis de ‘limﬂmiatura, E. N. ¢. B.,, I. P. N.; 60 pédgs,
Lopez, L. F.,lBSA. Componentes proteoliticos de la Pinguinaina.

Tesis de licenciatura, Fac. de Oufimica, U.N,A.M.- 30 péaqgs



52

21. Lowry, O. H., Rosebrough M. J., Fafr,'A' L.”and Randall, R. J.,

1951. Proteln measurement w;th the folln phenol reaqent. J. Biol.

Chem.,193'“

1969. Estudio clfnico v parasi-

Inves£. éa1ﬁd‘PﬁBliéa
23. Matuda, E.,1952’ La
XXIiI. '85-153
24, Martinez, M.;1959.’
México} 47819555;
25. Messing, R. A., ’
26. Ota, 5., Stanford, M., and Steln,
chemical properties of purified stem éh
chemistry., 3: 180-185. -
27. Ota, S., Horie, K., Hagino, F., Hashlm e
Fractlonatlon and some properties of Ehe prot ytaic :
components of Bromelains in the stem and frult £ thekplneapple
plant. J. Biochem., 7Zl: 817-830. ‘ . -
28. Ouchterlony, 0.,1953. Antigen antibodyrrééétiqns‘;ﬁﬁgéls. IV ty-
pes of reactions in coordinated systems of~dif£ﬁéion. Acta Path.
Microbiol. Sand., 32: 231-240. v ‘
29. Pulley, G. N., and Von Loesecke, H. E., 1941. Compositiqn of some
beverages and meat tenderizers prepared from Florida.papa§a. J.

Fruit Products.,21: 37, 39, 57-61. .
30. Rinderknecht, H., Geokas, H. D., Silverman, P. and Haverback, B.
J.,1968. A new ‘ultrasensitive: method for the determination of

proteolytic activity. Clin. Chem. Acta, 2L: 197-203.



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

53

Roig y Meza J. T,,1945. Plantas MedlClnales aromaticas o veneno-—

sas de Cuba. Mlnlsterlo de Agrlcultura, Serv1cxo de Publicidad y

divulgacién,: Habana P

Ronai, I. S., and Welsberg, S,VM,L1954; Modlfxed protelns for
stabilizing latex paints. Ind & Eng. . Chem., 46: 774= 777.
Takahashi, T., Itoh, M., and Shimabayashl, .,1980. Aggregatlon

and Fragmentation of Phaseolus vulgaris Lectin.. Agrzc. Blol

Chem., 44(7): 1655-1658.

Toro-Goyco, E., Matos, M.,1964. Purification of pinguinain by
Lok , S i

gel filtration. Nature, 203: 82.

Toro-Goyco, E., Maretzki, A., and Matos,‘M.;iQGBQ Isolation,

purification, and partial characterization of pinguinain;  the

proteolytic enzyme from Bromelia pinguin L. Arch. ‘Biochem. Bio-
phys, 126:91-110. ' ‘ '

Veldzguez, M. E., 1980. Aislamiento y purificacién parcial de la
Hemisfericina. Tesis.dé&.licenciatura, Fac. Ciencias, U.N.A M.
Wang, J.L., Cunningham, A. B., and Edelman, M. G.,1971. Unusual
fragments in the subunit structure of concanavalin A. Proc. HNai.
Acad. Sci. USA, 8(6): 1130-1134.

Weber, K., and Osborn, M., 1969. The reliability of molecular
weight determinations by dodecyl sulfate~polyacrylamide gel

electrophoresis. J. Biol. Chem., 244: 4406-4412.



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



