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MOTIVACION.

A mi paso por la facultad de Quimica los consejos y orientacio-
nes que escuchara de un viejo maestro y amigo me impulsaron a seguir siem
pre adelante., Muy seguido nos decia que cuando hicieramos algo, lo hicie-
ramos de tal manera que pusieramos el mayor de nuestros esfuerzos en la
tarea encomendada y desde luego que no nos olvidiramos de ponerla al ser-
vicio de la humanidad. Cuando la naturaleza se "resista a revelar sus se-
cretos, perseveren, que la perseverancia allana todos los caminos".

Se aproximaba la terminacifn de mi carrera de licenciatura y me
parecid buen momento para poner en prictica mucho de lo aprendido.

Un dfa en clase de Fisiologia y Bioquimica de Microorganismos,
el Dr. Carlos del Rio Estrada, hablaba sobre enzimas, refiriéndose espe-
cialmente a aquellas que degradan protefnas y mencionaba una enzima con-
tenida en el fruto de la pifia, llamada bromelina, nos decia que cuando
las personas comen pifia, el escaldor que se siente en 1la lengua, era de-
bido a que la pifia poseé una enzima con actividad sobre proteinas y que
era debido a esta acciBn proteolitica sobre la lengua por lo cual se sen-
tia la boca escaldada. Ese dfa.en clase me acordé cuando de nifio iba con
mis amigos de caza al monte, Poi los lugares frecuentados en aquellos
tiempos de infancia habia un fruto comestible, que al ingerirlo nos pro-
ducia unas escaldadas, que duraban uno o varios dfas. Era también frecuen

te que cuando las personas tenfan parisitos intestinales, particularmente
&scaris lumbricoides, los lugarefios recomendaban el jugo de este fruto,

para curar dicho padecimiento.
Me quedé con la inquietud por saber si el fruto tendria una pro
teasa igual que la pifia, que fuera nueva y mucho mas activa, ya que el
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escaldor sentido comparado cuando se comia pifia y gudmara, era mucho mayor
con #sta filtima,

Pens€ entonces que seria bueno como tema de tesis hacer una in-
vestigacidn sobre la sustancia o sustancias presentes en el fruto que pu-
dieran ser responsables de las propiedades antihelminticas atribuidas al
fruto. Entonces decidi consultar informacidn referente a proteasas, sobre
todo de bromelina porque crel que podria ser una enzima parecida a esta
la que tuviera la actividad tanto por la forma de la planta como por su
propiedad de escaldar la lengua,

Una de las primeras cosas que encontré y que me sirvid como pun
to de referencia fud el nombre cientffico de la guSmara que era Bromelia
pinguin L. Busqué referencias sobre el fruto y enconffé reportes que in-
formaban de la existencia de una enzima en este fruto, la pinguinaina,
con actividad sobre proteinas y con propiedades parecidas a la bromelina
{SH dependiente activada por NaCN, cistelina, etc.).

Reuni todos los articulos referentes a lé pinguinaina y encon-
tr& que no pasaban de diez y a pesar de ello habia discrepancia sobre si
eran una o dos las enzimas presentes en el Sruto. Esto auﬁentaba mi inte-
‘réS por hacer un estudis del fruto existents en abundancia’en forma sil-
vestre en nuestro pals y proponerla para su industrializacidn como un sus
tituto parcial de la bromelina y papaina, dada la multiplicidad de usos
que poseen estas enzimas en medicina, industria farmacutica, de la pin-
tura, alimenticia, etc., y debido también a que se reportaba um contenido,
mayor de enzima con respecto a aquel obtenido de la pifia (10 veces mas);
ademis parecia interesante poder investigar si en realidad eram uno, dos
o mas los componentes activos presentes en el fruto,
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Con esta idea a realizar, surgia un problema que no habia pensa-
do, el lugar de trabajo. Me dediqué entonces a ver quien aceptaba aseso-
rar el trabajo y darme un lugar en su labcratorio para poder iniciar el
estudio de la B. pinquin L. como tema de tesis.

Lo que me plantee fue a quien recurrir. Al primero que consulté
para recibir una orientacibn fu€ a mi maestro de Seminario de Bioquimica
el Dr. Alberto Huberman. El me envid a ver al Dr. Alejandro Blanco en
aquel entonces jefe del Departamento de Bioquimica Vegetal de la Divisién
de Estudios de Postgrado de la Facultad de Quimica, al parecer en algln
tiempo habfa trabajado con brome)ina, Después de una breve plitica sobre
el tema me sugiri8 ir al Departamento de Tecnologla en Alimentos a ver al
Dr. Rub&n Berra Coz, el cual habfa o estaba trabajando con bromelina. Ful
a ver al Dr. Berra Coz, volviendo de nueva cuenta a plantear mi inquietud,
pero &1, desgraciadamente estaba de afio sabitico no pudiendo brindarme su
ayuda,

Fuf ertonces en busc; de apoyo con la Dpra. Beatriz Medina que ha
bia sido mi maestra de Bioquimica II, le plantee mi situaqién y me 6freci6
la oportunidad de ayudarme,pero que debia elaborar un protocolo de inves-‘
tigacibn sobre el tema a desarrollar. Ni tarde ni perezoso me meti a la
biblioteca y a la semana siguiente ya lo tenfa elaborado, lo leyd, le pa-
recid adecuado y me llevd al laboratorio de Bioqufmica de la Facultad de
Quimica. Empecé a trabajar con gran entusiasmo, pero de mis experimentos
iniciales no me salia ni una curva de calibracibn de proteinas. Desﬁués
de varios intentos por aprender a trabajar no lo logré, entonces la Doc-
tora Medina me llevd a los laboratorios Merck de México donde ella es ase
sora técnica y donde aprenderia lo suficiente para. retomar de nueva cuen-
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ta la investigacidn.

Después de un affo de ir y vénir, regresd nuevamente a la Facul-
tad de Quimica, con otra mentalidad. Cuando llegué me enteraron de que ya
habfan reportado mi trabajo sobre Bromelia pinguin L. Me ensefiaren el ar-
ticulo y lo lel ripidamente, era reportado por el Dr. Félix C8rdoba y col,
Afortunadamente no era referente a la pinguinaina, pero si era uno sobre
una enzima muy parecida.

Decidf ir a la Facultad de Medicipa, a la Unidad de Biologla Ex-
perimental que era donde laboraban los investigadores que reportaban el
articulo, en aquel entonces el encargado del laboratorio era la Dra. Con-
cepcifn Agundis Héta (el Dr. Cdrdoba, jefe del laboratorio, se ehcontraba
en la Paz B. C. como director del Centro de Investigaciones Bioldgicas).
Le expres& nuevamente mi inquietud sobre la investigaciln que deseaba rea
lizar haci&ndole patente mi inter8s por llevarla a cabo. Al finalizar la
platica me ofrecid la oportunidad de irme a trabajar a su laboratorio.

Inmediatamenté se lo comuniqué a la Dra. Medina diciéndome que
no desaprovechara la oportunidad que se me presentaba y que si continuaba
con el ritmo que ella me hizo llevar en meﬁos de cuatro meses la termina-
ria.

De la fecha aquella hasta hoy, han pasado muchas cosas y sobre
tado han transcurrido no cuatro meses sino cuatro afios, en los cuales he
aprendido bastante, no solo en el campo cientifico, sino también en el

humano. Es el producto de aquella investigacidn lo comunicado en esta
tesis,

Debo un agradecimiento muy especial a la Dra. Beatriz Medina,
que constituyd un verdadero pilar por haberme brindado su apoyo incondi-
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cional para empezar a desarrollar esta investigacibn, dandome consejos
y "jaladas de orejas" que no olvidar& y que tendré muy presente a lo lar
go del camino iniciado. De verdad mi mas sincero reconocimiento.

A la Dra. Concepecidn Agundis Mata por brindarme la oportunidad
de realizar este trabajo en su laboratoric de Biologia Experimental,

A mis amigos presentes y ausentes, que supieron hasta la sacie-
dad mi interés por la "enzima" y colaboraron con su granito de arena (Ma-
riano, Flavio, Gioconda, Almita, etc.).

Al Dr. Medardo Reyes Tapia por sus enseflanzas en el manejo de
todos los trucos y "maflas™ en el arte de manejar columnas de cromatogra-
fia de filtracidn molecular en gel y electroforgsis en gel de poliacrile
amida, |

A la maestra Aida Navas por brindarme su apoyo al asesorar este
trabajo, le doy mis mas sinceros agradecimientos.

A mi esposa que adem8s de ser-una compafiera para toda la vida,
ayudd a mecanografiar esta tesis, corrigiendo errores ortograficos y de
~ yocabulario a quien le rob& horas de trabajo al repetir una y otra vez
>'1o escrito,

A mis padres que son a los que les debo mi formacibn, mi agra-
decimiento de hijo, por haberme brindado la opcién al estudid, que tanto
sacrificio les cost8, sin su ayuda econfbmica y moral, no hubiera podido
llegar hasta donde he llegado. A ellos les debo todo, hasta la vida que

con esto ni con ninguna otra cosa podrfa pagé&rselas.

Francisco L6pez Lira,



COMPONENTES PROTEOLITICOS DE LA PINGUINAINA
INTRODUCCION.

El papel de las enzimas proteoliticas en todas las formas de
vida parece formar parte del proceso de recambio total de las proteinas,
No obstante, a pesar de la informacién acumulada, no sabemos nada acerca
de cuales sean las seflales que regulen los mecanismos propios de la pro-
teolisis, por medio de los cuales esta clase de enzimas degrada proteinas
ya sea de una manera completa o limitada como es el caso de actiyacién de
zimbgenos, en donde una molécula precursora es convertida a su forma ac-
tiva por la eliminacifn de un fragmento pequefio de su cadena polipeptidi-
ca (ejemplo: proinsulina a insulina, procoligena a collgena, tripsindgeno
a tripsina, propapaina a papaina, etc.). Inevitablemente, el destino fi-
nal de las protefnas es su degradacifn, independientemente de que su vida
media sea corta o larga (de segundos, horas, dias o meses). Los productos
de hidrélisis pueden ser reutilizados por el mismo organismo para la sin-
tesis de nuevas proteinas o bien por otros organismos para apoyar nuevos
procesos de vida. El c;nocimiento claro de los procesos bioquimicos que
toman parte en esta accién es fundamental para entender la existencia y
el bapel de las proteasas en la naturaleza.

lLas proteasas se han clasificado en base a su mecanismo<de ac-
cisn como endopeptidasas y exopeptidasas bien sea porque éstas rompan en
laces peptidicos internmos o porque actfien a nivel de los grupos carboxi-
lo o amino terminales de la cadena polipeptidica. Algunas enzimas proteg
liticas escapan a este tipo de clasificacidn, e incluyen peptidasas que
rompen dipéptidos de los extremos carboxile o amino terminales de protel

nas y que actuan de una manera especifica para estos dipéptidos. Conforme



han aparecido nuevos Informes sobre enzimas proteoliticas, se han genera
do divergencias para el uso de los t&rminos proteasa y proteinasa, por

lo que, con objeto de unificar criterios, se ha propuesto recientemente
que el t&mmino proteasa debe usarse en la descripcibn de enzimas que rog:
pan enlaces peptidicos (sean 8stos de la protefna que fuera), las enzi-
mas que actfen sobre enlaces peptfdicos internos (endopeptidasas) sean
llamadas proteinasas y que las exopeptidasas sean nombradas peptidasas (1).
Aceptando esta proposicién, de aquf en adelante se tratard de usar ésta
nueva terminologia,

Ultimamente se ha puesto mucho &nfasis en las implicaciones que
puedan tener las proteasas tanto animales como vegetales sobre la membrana
celular al activar mecanismos aun desconocidos (in vitro) como por ejem-
plo, la iniciacién de la divisisn celular y el escape a la inhibicibn del
crecimiento por contacto en cultivo de fidroblastos 3T3 (2), la accibn
sobre membrana liberando un péptido necesario para la accisn de la insu-
lina (3), etc. :

No obstanée de que se ha efectuado bastante trabajo con la pa-
.patna (extraida del l4tex de la papaya, Carica papaya) mucho de nuestro
conocimiento de la bioquifmica y del mecanismo de accidn de proteasas ha
venido del estudio de enzimas microbianas y animales, por las cuales se
han obtenido algunos datos sobre los procesos regulatorios que involucran
" actividades proteolfticas.
| A pesar de &sto, es evidente que las proteasas vegetales pue-
den también propdrcionar oportunidades inicas para el estudic de enzimas
protecliticas, de tal manera que puedan dar alguna explicacidn sobre los

fenmenos biol8gicos dependientes de proteolisis que ocurren en los orga



nismos animales.

En preparaciones parcialmente pﬁvificadas y extractos crudos
de tallos y frutos de diferentes familias de vegetales, las cuales inclu-
ye Caricaceae, Bromeliaceae, Moraceae, etc., se ha comunicado de varias
enzimas cuya ac¥ividad es SH dependiente. Es probable que todas estas
proteasas sulfhidrflicas de plantas empleen mecanismos catalfticos simi-
lares para hidrolizar enlaces peptidicos, pero debido a la gran diversi-
dad‘existente de enzimas SH dependientes (tamafio, especificidad, propie-
dades cinéticas, etc.) estos mecanismos podrian variar considerablemente,

Es de llamar la atencidn que las proteasas extraidas de vege-
tales, muchas usan primariamente en su sitio activo un grupo SH (importan
tfsimo para la degradacisn de protefnas) (23) a diferencia de los anima-
les y microorganismos que utilizan primariamente endopeptidasas que po-
seen en su sitio active sgrina.

" " Dentro de la familia Bromeliaceae existe una gran variedad de
plantas que crecen en las regionés tropicales y subtropicales de América
'y en algunas especies del género Bromelia se ha informado la existencia
de proteasas, B. pinguin L. (4), B. hemisphaerica L. (5) y B. karatas (5)
entre otras.

La planta Bromelia Einggin L. crece abundantemente en México
en forma silvestre y recibe distintos nombres de acuerdo a la locali-
dad (6). Asf es llamada "aguava" en Sinaloa, "cardo" en Veracruz, "cocuiz
tle" o “"cocuite" en Sinaleca y Jalisco, "chom" (maya) en Yucatdn, "guima-
ra" en Nayarit, "pifiuela" en Oaxaca y Veracruz, "thumbiriche" en Michoa-
c&n y Nuevo Ledn y "timbiriche" en Veracruz y Morelos. Matuda (7) descri-

be la planta de la siguiente manera:



"Bromelia pinguin L. planta de 1 a 1.5 m se desarrolla en cos-
ta arenosa, hojas en roseta, angostamente triangulares, blanquisco-torren
tosas en el envés; inflorescencia paniculada, paniculo de 50-170 cm de
longitud por 3 6 4 cm de grosor densamente blanco-torrentoso; bricteas
florales, anchas en la base, luego contraidas en un limbo lineal enrolla-
do de 3 a 5 cm de longitud, blance-torrentoso en el 8pice; ovario multi-
ovalado, baya amarilla anaranjada, ovoidea, de 3.5 cm de largo por 2 cm
de grosor, 4cida."

Del jugo de los frutos de B. pinguin L. se extrae una protea-
sa, la pinguinaina, reportada por primera vez en 1942 por Asenjo y Cola-
boradores (4).

La pinguinafna es activada por compuestos que contienen grupos
sulfhidrilos libres como cistefna, 2-mercaptoetanol, tioglicolato,

2-3 dimercaptopropancl (8) y otros agentes reductores como XCN, NaCN,
etc. (9) e inhibida por agentes oxidantes suaves como 12, H202 (8) & por
metales pesados como Hg, Fe y Cu.

En estudios realizados con enzima parcialmente purificada ex-
traida de los frutos de B. pinguin L. se ha comunicado la presencia de un
solo compenente enzimitico en la variedad-fuerto Rico (8, 9) y dos en la
variedad Cubana (10).

Dado que es poco frecuente encontrar un solo componente con
actividad de proteasa en extractos de plantas, se procedid a realizar un
estudio de la planta gf-Einguin L. Qariedad mexicana, con el objeto de
encontrar alguna otra proteasa o proteasas presente(s) en el jugo de B.
pinguin que presentara(n) caracteristicas diferentes a las ya anterior-

mente reportadas, de tal manera que en el futuroc pudiera tener alguna



aplicacidn en el disernimiento sobre funcionamiento y el papel de las pro
teasas en la naturaleza como se explicd en pa&rrafos anteriores.

Se ha informado de una serie de aplicaciones médicas para este
tipo de enzimas, por ejemplo, efectos antidiabdticos, anti-inflamatorios,
en la destruccisn de cofgulos (11, 12), etc., sin que haya una explica-
cién acerca del mecanismo por medio del cual actua. Por otra parte dentro
de la industria se le ha empleado como ablandadores de carne, en el curti
do de pieles, en la clarificacién de la cerveza, en la extraccidén de acei
tes de residuos de pescado (12), etc.

El objeto de este trabajo, ademis de determinar la existencia
de varios componentes enzim8ticos presentes en el jugo de B. pinguin L.
y caracterizarlos, empleando técnicas de cromatografia de filtracibn mole
cular en gel, cromatograffa de intercambio iénico, electroforesis en gel
de poliacgilamida e inmunoelectroforesis respectivamente, es hacer énfa-
sis sobre la potencialidad de emplear industrialmente este fruto en la ob
tencién de proteasas, como un sustituto (total o parcial por su alto ren-
dimiento) de enzimas proteclfticas, tales como la bromelina (extra;da de
la pifia) y la papafna (extrafda del 18tex de ﬁéﬁaya) lo que permitiria em
plear los correspondientes frutos bara otros fines, ya que primariamente
han sido empleados como alimentos y secundariamente para la obtencidn de

las enzimas proteoliticas.



MATERIALES Y METODOS.

A.- Alslamiento de la enzima.

1.- Fruto,

La recoleccién de los frutos. de B. pinguin L. variedad mexica-
na, se realiz8 en las localidades de el Pantanal y el Salto en el estado
de Nayarit. Los frutos se lavaron, pesaron y almacenaron en bolsas de
pléstico dentro fie un congelador Revce Ultraiow a -40°C,

2.~ Obtencién del jugo.

Se corté en pequefios trozos un racimo completo de 98 frutos
y se molieron en un mortero y se filtraron a través de una gasa. El jugo
obtenido de esta manera se centrifug$ a 16,000 rpm durante una hora en
una centr{fuga refrigerada Internacional PR-6, con el abjeto de eliminar
material particulado. En el sobrenadante se realizaron las siguientes de
tebminaciones: contenido de Nitrégeno total empleando el método de Ness-
ler (13), carbohidratos totales segfin el procedimienfo descrito por Scott
y Colaboradores (14), ;.:H y actividad enzimitica sobre:
a).- Cageina por el método de Kunitz (15).
b).- M&todo de Azure (coldgena a la que se le acoplé covalentemente en
1los resfduos de hidroxiprolina el colorante azul remazol brillante)
(17).

3.~ Medicién de la actividad enzimdtica.

a).- Actividad hidrolitica sobre casefna.

Se midis la actividad enzim&tica segln el método descrito por
Kunitz (15) modificado por Vel&zquez (16) como se describe: a 0.9 ml de
1a mezcla de reaccidn conteniendo amortiguador de fosfato 0.1 mol pH 7.5

y enzima (1-10 ).\g-ml—i) se le adiciond 0.1 ml de cisteina 0.2 mol (concen



tracidn 6ptima determinada experimentalmente).

Se incubé la mezcla anterior en un bafio a 37°C durante 30 minu-
tos, tiempe necesario para lograr la activacién completa de la enzima;
se afladi§ inmediatamente 1 ml de caseina (calidad Hammersten, Merck,
Darmstadt) al 4% disuelta en amortiguador de fosfatos 0.1 mol pH 7.5, de-
j4ndose reaccionar durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se sus-
pendié la accién hidrolitica afiadiendo 3 ml de 4cido tricloro;cético {Merck)
al 5%, Después de 30 minutos de reposo se filtr§ el contenido de los tu-
bos y los filtrados se leyeron a 280 nm en un espectrofotSmetro (Zeiss
PMQ II) contra un blanco tratado de igual manera que lo indicado pero sin
enzima. La actividad enzimitica fué expresada en micromoles de tircsina
(para lo que se elabor$ una curva estdndar de tirosina). Una unidad de ac
tividad, se define coﬁo 1a cantidad de enzima que transforma un micromol
de.sustrato por unidad de tiempo (minuto) medido como tirosina liberada
~bajo las condiciones del experimento. La actividad éspecificé ge define
como el nimero de unidades por miligramo de enzima.

b).- Actividad hidrolftica sobre Hide Powder Azure.

Se midi6 la actividad enzim&tica empleando como sustrato sinté-
tico Azure (Calbiochem, USA) segfin el método de Rinderknecht (17) modifi-
cado por Veldzquez (16) como se describe: a tubos de ensayo (13 x 100 mm)
conteniende 3.9 ml de enzima (5-15 Pg-ml'l) disuelta en amortiguador de
acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de pH 3.5 a 5,5 o fosfato de
sodio 0.1 mol para el intervalo de 6.0 a 8.5 (estos amortiguadores no in-
terfieren en la actividad catalftica de la enzima) (9), se les adiciond
0.1 ml de cistefna 0.2 mol, después de incubarse a 37°C durante 30 minu-

tos se virtieron sobre tubos que contenfan 10 mg de Azure; los tubos se



méntuvieron a 37°C durante 5 minutos hasta la aparicién del color azul
y se detuvo la reaccidén colocando los tubos en hielo.

El contenido de los tubos se filtré y se leyeron los filtrados
a 595 nm en un espectrofotémetro contra un blanco de reactivos. Una uni-
dad de actividad es definida como la cantidad de enzima que origina un
incremento de una unidad de D. 0. por minuto de reaccidn bajo las condi-
ciones experimentales. La actividad especifica es el nGmero de unidades
por miligramo de enzima.

4,- Determinacibn de las condiciones Sptimas para la medicidn de la acti-

vidad enzimitica. (concentracifn de activador y pH ptimos).

Investigando las condiciones adecuadas para la accibn de la en-
zima se determinS primero la concentracifén &ptima de activador midiéndose
la actividad ggz@étiu de jugo completo de B. pinguin 39bre caseina en
una mezcla de reaccibn que contiene amortiguador de fosfato 0.1 mol pH 7.5
cistefna como activador y casefna al 4%, Ademas se ehsayaron otros activa-
dores: EDTA 0.05 mol, NacN 0.2 mol y la mezecla de cistefna 0.2 mol + EDTA
0.05 mol. Simult&neamente se midi8 la actividad en ausencia de activador.

Paravseleccionar el pH Sptimo para la accibn enzimdtica se uti-
1126 el jugo completo y como sustrato Hide Powder Azure, amortiguador de
acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de pH 3.5 a 5.5 y amortiguador
de fosfato de sodio 0,1 mol para el intervalo de 6.0 a 8.5. Como activador
en todos los casos se emple$§ cistefna 0.2 mol.

B.- Separacibn de los componentes enzimiticos.

1.- Cromatograffa de filtracién molecular en gel.

En una columna de 100 x 2.6 cm (Pharmacia) empacada con Sepha-

dex G 75-120 y equilibrada durante un dfa con amortiguador de citratos



0.02 mol pH 5.5 adicionada de acetato fenilmerclrico 1 x 10—umol como se
indich previamente (18), se coloctd 1 ml de jugo dializado (3 mg-mlhl) en
4 ml de amortiguador de citratos 0.02 mol con el cual se dializd la mues-
tra durante 15 dias con cambios cada 4 dias, para eliminar parte de co-
lor amarillo que posee este jugo.

Se permitid un flujo constante de 35 ml-h-1 y se colectaron frac
ciones de 4 ml en un colector LKB Redirac, registréndosé la absorbancia
en un registrador LKB UVICORD a 280 nm.

Al contenido de los tubos se les midid la actividad sobre casei-
na y la absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro Zeiss PMQ II.

2.~ Cromatograffa de intercambio iénico.

Para realizarla se empled una columna (Pharmacia) de 2.5 x 60 cm
empacada con CM-Sephadex C S50 equilibrada.previamente con amortiguador de
citratos 0.005 mol pH 5.5 adicionada con acetato fenilmerclrico 1 x 10-“mol.
Se aplicaron 175 ml (1.5 mg-ml'i) de enzima obtenida por filtracifn mole-
cuL#r en gel y dializada contra amortiguador de citratos 0,005 mol pH 5.5.

Para la elucidn se utiliz$ un gradiente lineal de citrato de so-
dio de 0,005 mol a 1.2 mol pH 5.5, adicionado de acetato fenilmerclrico
1x 10-u mol como inhibidor. Se colectaron fracciones de 5 ml en un colec-
tor LkB Ultraorac a temperatura ambiente y se registrd la absorbancia a
280 nm en forma continua en un registrador UVICORD LKB., Al finalizar el
experimento a los tubos con mSxima absorbancia se les determind proteina(19)
'y actividad enzim8tica sobre caseina.

C).- Identificacidn de los componentes separados.

1.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida.

A las distintas fracciones de pinguinaina purificada parcialmente
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se les efectub andlisis electrofordtico en gel de poliacrilamida segln
el método de Ornstein y Davis modificado por Clarke (20); se emplearon
los siguientes reactivos:

Solucién A,

Se disolvieron en agua 18.1 g de tris(hidroximetil)-aminometa-
no (sigma), se adiciond 3% ml de HC1 1.0 N, 0.12 ml de TEMED (N,N,N',N',-
Tetrametilendiamina) y se aforS a 100 ml con H20 bidestilada.

Solucidn B.

Se disolvieron 5.98 g de Tris en 50 ml de agua bidestilada y se
adicionaron 48 ml de HC1 1.0 N, 0.46 ml de TEMED y se aforaron a 100 ml.

Solueibn C.

Se disoclvieron por separado en agua bidestilada 28 g de Acrila-

mida (Merck) y 0.738 g de bisacrilamida (Merck), se mezclaron y aforaron

a 100 ml.
Solucidn D.

Se disolvieron por separado 20 g de ‘Acrilamida (Merck) y 5 g de

bisacrilamida (Merck), se mezclaron y aforaron a 100 ml con agua bides~

. tilada.

Solucién E.

4 mg de riboflavina (Sigma) se disolvieron en 100 ml de agua bi-
destilada.
Solucién F,

40 g de sacarosa se aforaron a 100 ml con agua bidestilada.

Solucidn G.

0.140 g de persulfato de amonio (Merck) se aforarcn a 100 ml con

agua bidestilada.
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Para preparar los geles se mezclaron las soluciones de la siguien
te manera,

Gel de resolucién.

1 volumen de solucitn A

1 volumen de solucién C

2 voldmenes de solucibn G

Gel Concentrador:

1 volumen de solucién B

1 volumen de solucién D

1 volumen de solucién E

4 vollmenes de solucién F

A tubos de vidrio de 10 ¢m x 7 mm colocados en un soporte adecua-
do, se les afladid 2 ml de gel de resolucidr,inmediatamente después, se
adicioné con cuidado un poco de agua en la parte superior del gel para
obtener un nivel horizontal, lo que facilita la migracién uniforme de las
muestras, ademds de que evita el contacto del gel con el aire; los geles
permanecieron en repeso durante 20-30 minutos hasta su polimerizacidn.
Una vez polimerizado se retira el agua de la superficie y se colocan
0.5 ml de gel concentrador, procediendo de la manera descrita previamente
para el gel de resolucidn hasta alcaﬁzér su polimerizacién. Las columnas
se montaron en un soporte que conecta con una cuba de electroforesis Phar
macia 8E-U4 que contenfa amortiguador Tris-glicina 0.01 mol pH 8.1,

Se aplicaroﬂ las muestras de enzima (30 rl, 1.5 mg°ml-1) adiciona
das de azul de bromofenol al 0.25% (P/V) en sacarosa al 20% (P/V) en amor
tiguador de Tris-glicina 0.005 mol pH B.1 en la parte superior de las co-

lumnas y se pas6 una corriente de 150 voltios (6 mA/columna) durante 3 h.
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En seguida se retiraron los geles, se fijaron con &cido 5-sulfosalicili-
co (Merck) al 20% (P/V) en H20 durante 12 horas, se tifieron con Negro de
Amido al 0.5% (P/V) en §cido tricloroacdtico (Merck) al 12.5% (P/V) duran
te 12 h y se elimin® el exceso de colorante con 4cido ac8tico (Merck) al

4% (V/V) en H,0.

2
2.~ Inmunoelectroforesis.

Se realizb con geles de agarosa al 1% disuelta en amortiguador
de Tris-Veronal con fuerza ifnica de 0.05 pH 8.6 aplicando 10 Veemd du-
rante 3.5 h. En la placa de agarosa se hicieron tres horadaciones, en la
primera y en la tercera se aplicaron las fracciones I y II obtenidas por
cromatograffa de intercambio i8nico y en la parte media la fraccifn B ob-
tenida por filtracién molecular en gel. Al término del experimento se co~
loct antisuero antipinguinaina en cada uno de los canales centrales dején
dose difundir durante 12-15 h.

Las placas de inmunoeiectroforesis. fueron tratadas por presién,
colocando sobre cada pIh&a 5 papeles filtro (Whatman No. 1) y una placa
de vidrio encima de los papeles para luego aplicar un peso de aproximada-
mente 1 Kg. Esta operaciln se repitiS dos veces (21).'Después de esto,
las placas fueron lavadas con solucién de NaCl 0.1 mol, adicionada de ace-
tato fenilmerclirico 1 x 10-" mol, con objeto de eliminar el exceso de an-
tisuero y de antlgenos, dejando exclusivameﬁte las bandas de pfecipitado;
luego se tifieron con solucidn de Azul Brillante de Coomassie al 0.5% (P/V)
en una solucibn de Scido acBtico al 10% (V/V) en etanol al 45% (V/V) en
Hy0. E1l exceso de colorante se elimind lavaﬁdo los geles con una solucidn
igual que la anterior pero sin Azul Brillante de Coomassie,

Obtencidn de antisueros.

Con la enzima obtenida por filtracién molecular en gel de Sepha-
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dex G 75-120 se inocularon conejos Nueva Zelanda por via subcutdnea apli-
céndoles 1 ml (1 mg-ml-l) de enzima emulsionada con Adyuvante completo de
Freund (V/V)} semanalmente, durante 6 semanas. Despuds de la sexta inyec;
cibn se sangraron los conejos por la vena marginal de la oreja, se permi-
ti8 la coagulacidn espontfnea de la sangre y se separd el suero con ayuda

de una pipeta Pasteur. El suero total (antisuero) se empled para efectuar

inmunoelectroforesis.



RESULTADOS.

A.- Obtencibn del jugo y seleccibn de condiciones Sptimas de actividad en

zimdtica.

El jugo obtenido a partir de la maceracidn de los frutos, es den
so'y de un color amarillo claro, con un contenido de proteina medide como
N total de 10 mgqnl"1 de jugo (Ver tabla No. 1). Al jugo de 3 lotes de
98 frutos cada uno de B. pinguin se les determind pH, resultando similar
(pH 3.9) al presentado por el jugo de varias especies ( Bromelia hemis-

phaerica, B. karatas y Ananas comosus, etc.).(22),

Para valorar las condiciones adecuadas de accién de la enzima se
midis el efecto de activadores e inhibidores sobre la accidn enzimitica
(determinada &sta midiendo su efecto sobre casefna), la que es inflﬁencig
da por la presencia de algunos compuestos que, como la cisteina, actfian
activando a la enzima y otros como el acetato fenilmercfirico en el que el
mercurio inhibe los grupos SH libres necesarios para 1a actividad. (8,18).

Los resultados.se presentan en 1& figura No. 2 donde vemos que
la cisteina a una concentracién 0.2 mol resulta ser mejor activador que . .
la cisteina + EDTA como se infofmG para btras proteasas (22).

La concentracién &ptima de cisteina como activador s; midié em-
pleando este reactivo a concentraciones que variaban desde 0.05 mol hasta
4 mol (fig. nlmero 3 ). La concentracidn Sptima encontrada fué de 0.2 mol.

. Para la determinacién del pH_Gptimo se midi8 la actividad eniimé
tica empleando'azure; se encontraron dos pH miximos, uno a 5.5 y otro a
7.5 (fig. No. 4), que coinciden con los reportados para la variedad cuba-~
na de B. pinguin L. (10). De acuerdo con estos resultados, para efectuar

las determinaciones enzimdticas en condiciones 8ptimas, empleamos para



TABLA 1

ALGUNAS PROPIEDADES DEL FRUTO Y JUGO DE LA PLANTA TROPICAL

BROMELIA PINGUIN L.

Peso promedio por fruto 32.9 g

Volumen promedio de jugo obtenido

por fruto . ‘ 13.0 m1
pH del jugo completo 3.9

4 Protefnas en jugo completo
{Met. de Nessler) 10.0 mg/ml

AzGcares totales en jugo completo
(Met. de Antrona) 39,0 mg/ml



Fig. 1 Planta de Bromelia pinguin L.
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Fig. 2 Efecto de diferentes activadores e inhibidores sobre la actividad
enzinftica de jugo de B, pinguin L. Se empled NaCN, EDTA, cisteina + EDTA
y cistefna. La actividad especifica es expresada en unidades de actividad

enzimdtica por mg de proteina, medida como N total, por el método de Ness-

ler. t
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Fig. 3 Determinacién de la concentracisn &ptima de cistefna para la acti
vidad enzimitica de jugo completo de B. pinguin L. Las concentraciones em
pleadas fueron de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 mol. Se ugilizﬁ como sustrato case-
ina (Hammersten) disuelta en amortiguador de fosfato de sodio 0.1 mol

pH 7.5.
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Fig. 4 Comportamiento de jugo completo de B. pinguin L. con respecto al
pH. Se empled como sustrato Hide Powder Azure (coligena unida a Qn coloran
te azul) y amortiguador de acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de

pH de 3.5 a 5.5 y amortiguador de fosfato de scdio 0.1 mol para el de 6,0
a 8.5. ' '



rig. 5 Cromatografia de filtracibn molecular en gel de Sephadex G-75 de
jugo completo de B. pinguin L. dializado exhaustivamente contra amortigua
ddr de citratovde sodio 0,02 mol pH 5.5, Se empled una columna de 2.5 x
100 cm empacada con Sephadex G-75, aplié&ndose‘un flujo de 35 ml»h‘l y
fracciones colectadas de 4 ml. Como eluente se utiliz® amortiguador de ci
trato de sodio 0,02 mol pH 5.5 adicionado de acetato fenilmercfirico 1 x
10-0' mol, (==@==) absorbancia a 280 nm; (c-+pe+4 actividad enzimitica so-

bre caseina.
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fines de este trabajo una concentracidn de activador 0.2 mol y amortigua-

dor de fosfatos 0.1 mol pH 7.5.

B.- Separacifn de los componentes enziméticos.

1.- Cromatografia de filtracién molecular en gel.

El jugo deig. pinguin E. presenta un perfil de elucidn en Sepha-
dex G 75-120 (Fig. 5) donde se puede apreciar la presencia de dos picos,
uno mayor A, con escasa actividad enzimitica sobre caseina y que sale en
un volumen de 120 ml dentro del volumen de exclusibn (no se amaliza en
este trabajo), y otro componente menor B, que prasenta una elevada acti-

vidad ( 2.64 U-mg'l) ¥y que se usé para los trabajos de caracterizacién,

2 Cromatografia de intercambio ifnico.

La fracciénrcon actividad enzimftica obtenida por filtracidn mo-
lecular en gel Sephadex G 75-120 (175 ml) fué sometida a intercambio id-
nico en una columna de CM Sephadex C-50. La aplicacidn de un gradiente
lineal de amortiguador de citratos, dié lugar a la aparicidn de dos com-
ponentes (I y II), con elevada actividad enzimftica (1.9% y 1.88 U-mg'1

respectivamente, Fig. No. 6) claramente definidos.

C.~ ldentificacién de los componentes separados.

1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para la electroforesis en gél de poliacrilamida se emplearon las
muestras resultantes tanto por éromatografia de filtracidn molecular en
gel de Sephadéx G 75~120 y los obtenidos por intercambio idnico. Se puede
ver que la fraccidn B obtenida por filtracidn molecular en gel (Fig. No.5)
se resuelve en 5 bandas bien delineadas mientras_que’ia fraccidn I y II

" de CM-Sephadex (Fig. No. B) se resuelve en tres y dos respectivamente.
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Fig. 6 ACromatografia de intercambio i8nico en CM-Sephadex de la fraccidn
B obtenida por cromatografia de filtracién molecular en gel de Sephadex
G-75 a partir de jugo completo de B. pinguin L. Se empled una columna de
2,5 x 60 cm empacada con CM-Sephadex C-50, aplic&ndose un gradiente lineal
de citrato de sodio 0.005 --- 0.2 mol con flujo de 20 ml-h'1 y fracciones
colectadas de 5 ml, (==d==) absorbancia a 280 nm; (~<fe~<) actividad enzi-

mitica.



Fig. 7 Electroforesis en gel de poliacrilamida de las‘fracciones B obte-
nidas por cromatografia de filtracifn molecular en gel de Sephadex y de
las fracciones I y II obtenidas por intercambio idnico respectivamente.
Para la electroforesis se utilizd amortiguador de Tris-glicina 0.01 mol

pH 8.1 aplicando una corriente de 6 mA/columna durante 3 h ,
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2.~ Inmunoelectroforesis.

Se emplearon Yas muestras obtenidas tanto por cromatografia de
filtracidn molecular en gel de Sephadex G 75-120 y aquellas obtenidas por
intercambic ionico CM Sephadex C-50. Para revelar los compuestos separa-
dos se empleb el antisuero obtenido en conejo por inoculacién de la frac-
cibn B obtenida por filtracidn molecular en gel. En los resultados, pode-
mos ver que la horadacidn en la cual se colocd la fraccidn B obtenida por
filtracibn molecular en gel se resuelve en cinco arcos de precipitacibn
que confluyen entre si. En la horadacibn nfimero I donde se coloch la frac
citn I de CM~Sehadex, se resuelve en tres-arcos de precipitacién con iden
tidad total y que migran hacia el &nodo. La fraccifn II se resuelve a su

vez en‘dos arcos de precipitacisn con migracidn catédica (Fig. No. 8).



Fig. 8 Inmuncelectroforesis de las fraccicnes B, I y II obtenidas por

cromatograffa de filtracidn molecular en gel de Sephadex y cromatograffa
de intercambio ifnico respectivamente. La fraccién B es resuelta en 5

componentes, en tanto que las fracciones I y IXI en 3 y 2 componentes que
cruzan antigénicamente. E1 amortiguador empleado fuf Tris-veronal pH 8.6

con una fuersa ibnica de 0,05. Se aplic8 una corriente de 10 V-cl.l-duug
te 3.5 h . |



DISCUSION.

En el jugo de Bromelia pinguin L. se encuentra alto contenido tan
to de proteinas como de az@cares totales (tabla No. 1) tal como ha sido re
portado para las variedades Puerto Rico y Cuba (8, 10) de este mismo fruto.
Esto la ha hecho aparecer como una de las mejores fuentes de proteasas en
la naturaleza (8), ya que se obtiene mucﬁa mds enzima que la que puede ob-
tenerse a partir de los correspondientes fruzos (papaya y pifia) utilizados
para surtir la demanda comercial, asi, por ejemplo, de los frutos verdes
de donde se extrae la papaina se obtiene aproximadamente el 0.1 % de enzima
por peso de fruto verde (23) y en el caso.de bromelina se obtiene de 3 a.
3.7 g por litro de jugo (24).

En el proceso de seleccidn de las condiciones adecuadas para de-
terminar la actividad proteolftica se obtuvieron dos pH Sptimos, esto nos
sugirid, la posibilidad de que existiera mis de un componente enzimitico
o bien que la accidén de la enzima sobre un sustrato heterogéneo como lo es
una proteina, rompiera diferentes enlaces peptidicos con una velocidad di-
ferente a distintos valores de pH, tal y como fuera propuesto inicialmente
por Schwimmer (25).

En la separacibn por cromatografia ce filtracibn molecular en gel
de Sephadex G 75-120, se logrS el aislamiento de un componente activo (B)
en un sélo paso de purificacidn obteniendose otro componente con escasa ac
tividad (A). Este compuesto (B), con mayor actividad enzimdtica, al ser
sometido a cromatografia‘de intercambio idnico en CH-Sephadex C-50 es sepa
rado en dos fracciones con elevada actividad enzimftica (Fraccidn I y II)
uno que eluye a una baja concentracidn de citratos (0.11 mol) y otro que

eluye a una concentracién mas elevada (0.165 mol).
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Como la separacidn por cromatograffa de intercambio idnice es rea-
lizado tomando en cuenta las cargas presentes en las moléculas y el tipo
de intercambiador (en el caso de un intercambio catibnico el soporte tiene
carga negativa y las moléculas que se van a someter a intercambio catidni
co carga positiva, de ahi su nombre). Es de suponerse que la fraccibn que
sale a menor concentracidn de citratos (fraccién I) deba contener hna can
tidad menor de cargas positivas que aquellas que permanecen adheridas a la
matriz, por lo que al incrementar la concentracidn de la sustancia que va
a competir por el sitio al que se encuentra adherida, se despegue y salga.
De igual modo podemos explicar el comportamiento de la fraccidn II la cual
necesita una mayor concentracidn salina para ser eluida, sugiriendonos un
mayor contenido de cargas positivas en su molécula,

Cuando la fraccidn mayor de actividad obtenida por cromatografia
de filtracidn molecular en gel de Sephadex G-75 (fraccitn B) es sometida
a electroforesis en gel de poliacrilamida alcalina pH.8.1 se observa que
se Separa en cinco band;s claramente definidas. De igual manera cuando las-
fracciones cén mayor actividad obtenidas por CM-Sephadex (I y II) son tra
tadas de igual forma, la fraccidn I migra a mayor velocidad hacia el &no-
do separdndose en tres componentes, mientras que la fraccién II se separa
en dos componentes, los cuales aparecen mas cercanos al citodo. Esta mi-
gracién electroforética de los componentes nos habla nuevamente de la exis
tencia de una diferencia de cargas entre las fracciones separadas, posi-.
blemente debido a la presencia de dos componentes, uno de ellos bésico (2
bandas en electroforesis fig. 7) permanece.cerca del citodo y otro &cido

(3 bandas en electroforesis fig. 7) permanece cerca del $nodo.

Estos resultados dan apoyoc a las observaciones iniéiales sobre



19

la existencia d¢ dos fracciones enzimiticas una dcida pH 5.5 y otra basica
pH 7.5 sugeridos por la obtencidn de los dos pH Optimos, de igual manera
a lo que fué informado por R. Messing y col. en la variedad Cubana (10).
La presencia de estos componentes &cido y b&sico fué confirmada posterior
mente por estudios de enfoque isoelectrico(Datos no comunicados en esta
tesis).

Los datos obtenidos entran en contradiccidn con aquellos comuni-
cados por Toro-Goyco y col. en donde ellos informan de la presencia de un
solo componente enzimdtico con un pl de 6.5, no obstante de encontrar un
comportamiento heterogéneo en sus preparaciocnes cuando estas son tratadas
a diferventes pH (8,26).

Si la inmuncelectroforesis es hechs sobre las dos fracciones prizl
cipales obténidas por CM-Sephadex, se encuentra que el pico I del cromato
grama se resuelve en tres componentes, que corresponden a los tres que mi
gran hacia el &nodo y el pico II, a su vez se resuelve en aquellos que mi

. gran hacia el cltodo. Puede verse por lo tanto similitud con los hallaz-

gos en electroforesis alcalina en gel de poliacrilamida en lo que respec-
ta a la presencia de varios componentes con movilidad electrica diferente.
Una cosa que nos revela la inmuncelectroforesis es la igualdad
antigénica existente entre las diferentes fracciones, al obtener reaccidn
cruzada entre las fraccidnes separadas (fig 8). Esto nos hcce suponer que
el jugoe de B. pinguin L. parece estar formado por entidades enzimiticas
distintas (tal y como fud discutido;anteriormente) con ligeras variacic-
nes en su moldcula, suficientes para dar una mﬁvilidad electroforftica di
ferente. Estas variaciones pudieran quedar expuestas hacia el interior de

las moléculas de tal manera que los determinantes antigénicos siempre fue
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ran los mismos quedando estos en la superficie molecular dando lugar a la
produccidn de un solo tipo de anticuerpo con el cual se obtendria la antj

genicidad cruzada.



COMCLUSIONES.

1.~

5-‘

El elevado contenido de enzima encontrado en el jugo de B. pinguin E.A
la hace una de las mejores fuentes de proteasas en la naturaleza (co
municado aqui y referencia 8).

Los pH Ooptimos encontrados para la pinguinaina aislada de la variedad
mexicana, son los mismos que los comunicados para la pinguinaina va-
riedad cubana.

La cromatografia de intercambio idnico en CM-Sephadex separa dos com

ponentes activos con elevada actividad enzimitica.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida a pH 8,1 la fraccidn ob-

tenida por cromatografia de filtracidn en gel de Séphadex G75-120 se
separa en cinco componentes claramente definidos. Dos corresponderian
a la fracci®n II de CM-Sephadex y tres a la fraccibn I de CM-Sephadex.
La inmunoelectroforesis nos revela cruce inmunoldgico, lo que nos in-
dica identidad inmunolégica parciél o total.

Finalmente el jugo completo de B. pinguin L. contiene un minimo de

dos fracciones con actividad enzimdtica sobre protefnas, uno &cido y
otro bisico, con igualdad antigénica pero movilidad electroforética

diferente,
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