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I.- CONSIDERACIONES GE~ERALES. 



CONSIDERACIONES GENERALES. 

El estudio de las enzimas proteolÍticas fué de 

eran importancia para el desarrollo de la enzimologÍa: 

los fundamentos reales de la fisiología g'strica mode~ 

na fueron establecirlos en lPJJ cuando William Beaumont 

publicó los estudios re<ilizados en un enfermo con fÍs-

tula Gastrocutanea (1). En el curso de sus experimen-

tos Beaumont estableci6 conclusivamente el poder sol-

vente y la acidez rte la secreción fl'Strica. 

El nombre de repsina fué asignado por Schwam -

en 1PJ6 (1) y esta enzima fué uno. ele las primeras en -

ser cristalizada lo cual fué logrado por Northrop en -

1930 (2). Conceptos tan diversos y tan importantes co 

mo son la teoría de la diafinidad propuesta en 1926 

por Von Euler y Josephsen (J); el de unión multiple en 

tre enzima y sub5trato propuesto en 1935 por BerF,mann

y colaboradores (J) y los de especificidad relativa y-

absoluta son unos ele los muchos que se han derivado 

clel estudio clP las onzin:as ~roteol{ticns. 

f'rol:P<"~as o Pnzi111:1~; ¡'roteol:Ític<\S, son enzimas 

'lll<' é\lcican las uni()nes pept{c\:i e<:\~ rte prote:Ínas y pépti 

el os • Se hc_t11 cla~:i fi cnc1o ( '.¡) con:o sic;uP: 
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1) Proteinasas o endopeptidasas; que son las que 

actdan sobre las uniones peptÍdicas del interior de las-

proteínas, sin embarGo, pueden también hidrolizar unio--

nes peptÍdicas de péptidos simples apropiados. 

a) Extracelulares como Tripsina, Pepsina,-

~uimotripsina en animales: que actdan fuera de las c'lu-

las que las producen y que habitualmente son secretadas-

. , 
como zirr.orenos. 

b) Intracelulares o catepsinas que se en--

cu ent r<1 n en mu cho s tejidos animales y en mayor concentra 

ciÓn en el hÍ~ado, el riíl6n y el bazo. :r-:uchas de estas-

dltimas son activas solamente en presencia de ciertas --

substancias reductoras tales como cisteina, glutati6n, -

ácido cianhídrico, ácido s.ulfhÍclrico y ácido ascÓrbico.-

(5)(6). 

2) Peptidasas o exopeptidasas; que son aquellas-

que hidrolizan el enlace peptÍdico en los extremos de --

las cadenns. 

a) Carboxipertidas<:ls, rer¡uieren la presen-

cia dP un cacboxilo Jibrc· en el substrato y atacan la --

u n i ó n 110 p t :í' el ¡ e <i ¡:i_ el y a e e n t e a e s t e r; r upo 1 i be r a n el o u n ami -

noáciclo li,l!·r. :o;on la 
,, 

carboxipeptidasa del pancreas 
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del mamífero y de otros tejidos (figura 1). 

b) Aminopeptidasas, actJan sobre la uni6n 

peptÍdica adyacente al erupo amino libre de p&ptidos 

simples. Un ejemplo la aminotripeptidasa encontrad~ en 

muchos tejidos animales la cual ataca tripeptidos como

L-alanilglicilF,licina trasformándola a L-alanina y gli

cilglicina (fi~ura 1). 

c) Dipeptidasas que especificarr.ente actúan 

sobre ciertos dipeptidos, por ejemplo la glicilglicina

dipeptidasa la cual requiere ca''º Mn'' para su acci6n. 

s~ ha demostrado la existencia de enzimas con -

capacidad proteolÍtica en todos los tejidos examinados-

( 7) • Se ha dicho que las catepsinas son capaces de hi-

dorlizar y tambi~n sintetizar uniones peptÍdicas (8) --

(9) (10). 

De esta manera la actividad proteolÍtica es de

primorrlial importancjn no solo en la conversión de pro

tc·:í'nas no ;-ibsorhih]Ps 0n nn:inoc:Ícirlos que si traspasan -

facil111Pntc• )<1 11'tlCOS'1 :inl<'Sl:innl, S:ÍnO que también pare

ce juf~or 11n p<1prl i111r·o1·L;1nt-" <•n la sÍntC'sis y degrada--

ciÓn rl<' los l0jjdns. (Trnnsr0pt:idnciÓn) (ll)(fieura 2). 

1\lr~un<is dr 0sl:<1s Gctiviclades son ll'o<liíicables -
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Las fir;uras 1 a 5 fueron proporcionadas gentil-

mentP por 01 Dr. Carlos Gitler, del Depto. de Bioqu{ 

micn d0l 11ospita1 df' Enfermedades de la 1'\utrición. 
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bajo influencia endÓcrina y as! se sabe que hormonas de 

corteza suprarrenal determinan hasta cierto punto la 

cuantía de las secreciones proteolÍticas de aparato di-

gestivo y que también aumentan la velocidad de degrada-

ciÓn de proteínas tisulares. AsÍmismo la hormona adre-

nocorticotrÓfica tal vez a través de su influencia so--

bre co~teza suprarrenal tiene una influencia similar; -

las hormonas sexuales masculinas y femeninas por el co~ 

trario parecen tener efectos opuestos sobre las activi-

dades enzim~ticas anteriormente seílaladas (12)(13). 

Las enzimas proteolÍticas han sido ~tiles para-

establecer la estructura aproximada de una proteína, 

así como para establecer las partes de una mol,cula que 

son esenciales rara ciue esta tene:a actividad biológica, 

así carboxipertidasas pueden ciuitar la alanina terminal 

de la cadena R dP la insulina sin p~rdida aleuna de la-

actividact hormonal de esta mol~cula, por lo tanto la --

actividad hiolÓ~ica debe residir en cualquier otro si--

tio de· esta suhstanci a: dP la n;isma manera la pepsina--

ruPclf' '{Uitar un;-1 rartc r]p~ extremo C-terminal de la mO·· 

16cula rlP la nclrenocoticotrofinn sin destruir su activi 

dad. 
. , 

En contraste con esto la seraracion de unos cuan-
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tos residuos del extremo N-terminal por la leucina amino-

peptidasa destruye su acción hormonal (14). 

Se sabe que todas estas enzimas en mayor o menor-

grado rasan a la circulación sanguínea para ser excreta--

das por riílÓn, por lo tanto, algunas de ellas pueden ser-

deterwinadas en suero y orina, esto ha sido hecho funda--

wentalmcnte en las activirlades p~ptica y tr!ptica (15) --

(16)(17) cuyas modificaciones facilmente demostrables han 

tenido Ja importancin d0 p_roporcionar una ayuda en el 

diaGnÓstico de las enfermedades del aparato digestivo (18). 

La dPter~inaciÓn de enzimas en torrente circulato 

rio ha venido recibiendo atención creciente desde hace 50 

aRos ya ~ue su cuantificaci6n representa una importante -

ayuda rara el diagn6stico de diversos padecimientos. Así 

por ejemplo se ha reconocido la primordial importancia en 

la cuantificación rte las fosfatasas 'cida y alcalina para 

la elucidación rte pa~ecimientos 6seos, prost~ticos y de -

la <Tla'nrl 1]- \" -'t1· c~ (19.·) l<~ cleterm1·nac1·o'n de transam1'.na l ' l. .. d h. p ,\ . " : - "" 

sa~ por otro lado 011 ]n actuciliclad 0s oblir;ada para la --

(1S)(20). 

E11fen110claclc.'s co11r·0nitas del tipo de la enfermedad .. 
•.1 0 V o n C'r :i. 0 r k 0 , 1 n fe 11 i 1- c 0 I~ o n u r i n y o t ro s p a el e c i m i en to s -
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de gran trascendencia en patología humana como las neo-

plasias, reciben cada vez más atención desde el punto -

de vista de la cuantificación y estudio de posibles al-

teraciones ele alp,-unas enzimas indispensables para. el m~ 

tabolismo normal (21). En el caso de leucemias se han-

encontrado anormalidades en la actividad del suero para 

las reaccionrs catalizadas por fosfatasa alcalina, hexo 

quinasa y deshidrogenasa isocítrica (22). 

Se ha observado tanbi~n ~ue en algunos padecí--

mientas ~astrointestinales aparecen o aumentan activida 

des catalíticas correspondientes a enzimas que en candi 

cienes normales son vertidas al tracto digestivo ya que 

participan en el proceso de la digesti6n y 
, 

es asi que -

se observan valores altos de pepsina tanto en sangre c~ 

mo en orina en la Úlcera duodenal ( 23), an:ilasa y lipa-

sa se encuentran elevadas en padecimientos inflamato 

rios del páncreas lo misn:o c¡ue la actividad tr!ptica en 

procesos a~udos de este 6r~ano (17)(24)(25). 

Para medir la actjvidacl ele pepsina y tripsina -

es nPC('Sar.io busc0r subslr-:1Lo:• :1dccuaclos para estas en-

zimas, rurs 0xist0n PSp\!c:if':ic:irlad dP las enzimas con --

·r0~'qwcto ~1 los v.ndnoácidos "ll<' forman 01 enluce pept!d~ 
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co que se hidroliza. 

Es as{ que la tripsina es ca¡.az de romper uniones 

peptÍdicas en las que participa el grupo carboxilo de leu 

cina y ar~inina (figura J): en cambio la pepsina hidroli-

za uniones peptÍdicas formadas por tirosina, fenil-alani-

na y ácido glut,mico cuando este ~l~imo aminoácido no es-

tá separado de fenil-alanina y tirosina por más de dos --

aminoácidos (26)(27)(28)(29)(figura 4). 

Otros aminoácidos del tipo de la cisteina y leuci 

na aumentan la velocidad de hidrólisis de las uniones ci-

tadas. 
•. 

Un substrato ~til por lo tanto, para medir ambas-

actividades es la hemoelobina desnaturalizada ya que esta 

molécula tiene las uniones pept{cticas susceptibles de ser 

atacadas; desde luego en el caso de la pepsina el pH debe 

r~ ser ajustado a 1.8, que permite la transformación del-

pepsinÓ~cno ( forn1a en la riue se encuentra la enzima en 

sanGre y orina) a pepsina: este proce~o consiste en el 

rorny;imiento d0 nu0v0 union0s r0pt{clicas del pepsinÓr;eno--

con la liberacjÓn c10 la nol6cula <10 la re11sina activada -

cl0 un rértido b~sjco con un prso mol0cular ele J,000 y de-

ocho amino6ci~os rn6s (10). 

Esta activación por f'l rl' adecuado del n~eclio con-
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tinua despu's autocatalÍticamente es decir, que la pepsi 

na formada actúa sobre el pepsinÓeeno para producir ma-

yor cantidad de pepsina; esto hace suponer que las unio

nes pept{dicas que son atacadas en el proceso de trans-

formaciÓn del precursor a la forma activa de la enzima -

son uniones en las cuales interviene algÜn aminoácidc 

aromático del tipo de la fenil-alanina y tirosina. 

Este proceso de autodigestiÓn puede continuar 

hasta obtener fragmentos de peso molecular de 10.000 que 

aún conservan actividad proteolÍtica (14). 

De rrodo similar para rredir actividad trÍptica el 

pH debe ajustarse por arriba de 7 con lo cual la mol,cu

la de tripsinÓ~eno, se transforma a la enzima activa por 

liberación de un r~ptido con cinco amino,cidos (rompimie~ 

to de una unión en la que participa lisina)(Jl)(figura 5). 

Puesto que variaciones en la actividad p'pti

ca y tr{ptica en suero ocurren en enfermos con radeci--

mientos c\01 aparato {':astrointestinal y ya 1 1ue estas dos

enzimas actúan :sobrP un substrato común, que reúna las -

condiciones de c:srf'cifici<l<Hl de ambas, como es la hemo-

t~lobina c\0snatu1·a1iz..-1c1a ¡-areciÓ interesante explorar la

posibiliclad dt' discriminar entre las actividades de triJ2. 
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sina y pepsina al variar fundamentalmente el pH en el 

que se incuba el suero con el substrato. 

Para este prop6sito se hace necesario estudiar 

el comportamiento cinético de las enzimas mencionadas, 

utilizando como fuente de las mismas preparaciones p~ 

P.ECTIDO DE 
ACTIVACION 

~© 

TRIPSJNOGENO 

SITIO ACTIVO 
t--- - - --1- - - - -· 
1 { 1 
1 

TRIPSINA 

figura N~ 5 
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MATERIAL Y 1'1ETODOS. 

Como fuente de enzima se usaron preparados come~ 

. 1 , . J. cia es que son extracto de mucosa gastrica y de tejido-

t . ++ pancrea ico , además se emple6 tambi~n suero de persa--

nas normales. 

ACTIVIDAD PEPTICA (32) 

FU'm:-niENTO DEL :r.1ETODO. -

El m~todo descrito por Anson se basa en la dige~ 

tión de proteína desnaturalizada por pepsina bajo candi-

cienes establecidas despu~s de la cua~ proteína no dige-

rida se precipita con ácido tricloroacetico y se elimi-

na por filtración. La cuantía de la digestión que cons-

tituye la medida de la acci~n proteolÍtica se determina-

en el filtrado con la ayuda del reactivo de fenoles. El 

color azul producido por la 
. , 

reaccion con la tirosina y -

el triptofano se mide a 660 mu y se convierte a unidades 

<le repsina en curva estandard. 

H.EACTIVOS EMT'LEA DOS: 

1.- Substrato el<' llerroFlobina: 

La solución c10l .substrato contiene hen;ogl~ 

bina al 2"~, en IJCl 0.06 N. e] pl 1 C'S 1.8 y esto desnatura-

liza L1 hC'mof:lobina. 

.J. Aciclol-l'opsina (~·erck) ++ Panteric (Park-Davis) 



- 14 -

Se debe tener la precaución de disolver perfec-

tamente la hemoglobina con rnuy poca solución de HCl 0.06 

se afora y se guarda en refrigerador. Esta solución es 

U't1·11-.asta 15 d' l ' d ·' .. ias cespues e su preparacion. 

2.- Acido Tricloroacético al 5% (0.3M) 

J.- Hidróxido de Sodio 0.5 N. 

4.- Reactivo de Folin y Ciocalteu. (33) 

PH.OCEDHlIEN'TO. 

Cinco ml. de substrato se añaden a 1 ml. de so-

lución enzimática se incuba 24 horas a 37°C, se para la 

reacción con 10 ml. de Acido Tricloroacético al 5% y se 

filtra: de este filtrado se toma 5 ml. y se les añade -

10 ml. de 11idrÓxiclo de Sodio 0.5 '\; y 3 ml. de reactivo-

Folin y Ciocalteu diluÍdo con dos volumenes de agua, se 

agita continuamente; y se lee despu~s de 5 minutos. 

U~IDAD. 

Se define como unidarl ~e actividad proteolÍtica 

como la cantidad cl0 enzima necesaria para liberar 1 mi-

crograrno e.le tirosina en 2!~ lloras. 

Ya qu0 s0 clC'n~u0stra, como se verá m6s adelante-

en los resulL1Clos, que la curva de proereso es lineal -

por lo n·0nos durante 2/4 horas para las actividades habi 
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tualmente encontradas en suero, se.escoge un tiempo de 

incubación de 6 horas aunque se expresa las unidades -

como si la incubación fuera a 24 horas. 

ACTIVIDAD TRIPTICA (15) 

FUNDAMENTO DEL NETODO.-

Es el mismo que para la pepsina. 

l1EACTIVOS HlPLEA DOS. -

1.- Substrato de Hemoglobina 

2.2 g. de hemoglobina, se pasan a un ma-

traz volumétrico de 100 ml. con la mitad de agua, se -

añade Jf g. de urea y 8 ml. de sosa lN se afora con --

agua destilada, se deja reposar a la temperatura ambie~ 

te por JO Ó 60 minutos para desnaturalizar la hemoglo-

bina¡ posteriormente se le añade 10 ml. de una solu---

ciÓn de fosfato monopotásico 1 !-! y 4 g. de urea; el pH 

final debe ser 7.5. 

2.- .1\cidn Tdcloroacético al 5% 

1.- 11 ic1rÓxino ele Sodio 0.5 ~. 

'• ~ ... - ! ~o i:\ et i \'o <1 e Fo 1 in y C i o ca 1 t e u (JJ) 

l"!WCEDJ~;l E~TO. 

1\ r:; m 1 • rJ <' 1 s u b s t r a t o p rJ 7 • 5 s e a li ad e 1 m 1 • de 

solución 0nzin:~ttc~,1 y s0 incuba a J7°C en baño mar:í'.a -
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por espacio de 10 minutos se para la reacci6n con 10 ml. 

de 'cido tricloroac,tico al 5% y se deja reposar a temp~ 

ratura ambiente por JO minutos; posteriormente se filtra 

a trav6s de papel Whatman 'l y se desarrolla color corne

en la determinaci6n de la pepsina; las densidades 6pti-

cas se refieren a la curva estandard. 

U~IDAD.-

La unidad es e~uivalente a la unidad de activi-

dad p6ptica. 

DESARROLLO DE COLOR DE LA TIROSINA. 

La velocidad de las dos rPacciones enzim,ticas -

se determina mediante la cuantificaci6n de la tirosina -

liberada como producto, se hizo una exploraci6n de las -

condiciones de desarrollo de color a fin de precisar los 

factores de la reacci6n que influencian en la intensidad 

del mismo. 



III .- a) RESULTADOS 
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Figura No. 1 
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LONGITUD DE ONDA 

ESPECTIW DE ABSORCJO~. 

Con una .solución de 60 microgramos de tirosina 

0n'lR ml. s0 determina la densidad 6pti6a a las longi-

tucles c\o onda señaladas en la gráfica. 
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Figura No. 2 
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ESTADILIDAD DEL COLOR 

60 
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Se usa la misma concentraci6n de tirosina que 

en el experimento correspondiente a la gráfica anterior. 
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Figura No. 3 

• 
• • 

2 4 6 8 10 
PORCIENTO DE Ac.T.C.A. 

VAHIACION EN LA CONCENTRACION DE 
ACIDO TRICLOHOACETICO. 

Se usan las concentraciones de substrato y reac-

tivos consignados en la técnica general y las concentra-

ciones de 6cido tricloroac~tico señalados en la gr&fica. 
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Figura No.4 
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Figura No. 5 
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Figura No. 6 
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CURVA ESTANDAR DE TIROSINA. 

Se usan las cantidades de tirosina señaladas en 
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las abscisas y SP desarrolla el color con el reactivo -

je fcnolos ya s~ñalada. 
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Figura No. 7 
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~ ACTIVIDAD PEPTICA. 

CURVA DE PROGRESO. 

Cada tubo contiene 5 microgramos de enzima y los 

dem~s reactivos consignados en el m~todo general. Se in 

cuba los tiempos indicados en la gráfica anterior. 
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Figura No. 8 

1400 

1200 

1000 

ROO 

600 

400 

200 

1 2 3 
~ILILITROS DE E~ZINA 

+ ACTIVIDAD PEPTICA 
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Por diferentes i concentraciones de enz ma. 
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Figura No. 9 
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V ,\IUAC ION El'\ LA CANTIDAD DE SUBSTRATO. 

Se usan las cantidades de substrato señaladas en 

la gr~fica· , las concentraciones de enzima y reactivos 

son las indicadas en el método general y en la curva de-

progreso. 
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Figura No. 10 
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Se variaron los pII(sJ señalados en la gr~fica. 
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VARIACION DE TEMPERATURA. 

Se determina actividad a diferentes temperaturas 

en las condiciones sefialadas. 

-4- Prevarado· Comercial (5 ug. en cada tubo) 
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Figura No. 12 
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iACTIVIDAD TRIPTICA. 

CURVA DE PROGRESO. 

Se usan cuatro microgramos de preparado comer-

cial y se determinan las actividades a los tiempos se-

ñalados. 
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Figura No. 13 
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CUllV!\ DE CONCENTHJ\CION DE ENZIMA 

Se usan las co ne.en trae i 011 os de enzima so úa 1 ada s 

y se mantienen constante los oi:ros facloros de la rea--

cci6n. Un mililitro ele la soluci6n os oquivalonte a 2 -

microgramos ele tripsina. 
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Figura No. 14 
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VARIACION EK LA CAKTIDAD DE SUBSTRATO 

Se usan los mililitros de substrato seílaladas en 

la gr~fica, un mililitro es equivalente a 0.322 micromo-

las de hemoglobina. 

+ Preparado Comercial 
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Figura No. 15 
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Figura No. 16 
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Se preincuban enzima y reactivos a la temperat~ 

ra señalada y se sigue el procedimiento general. 

+ Preparado Comercial. 
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Figura No. 17 
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MILILITROS DE SUBSTRATO 

1\CTI VI DJ\D 11 PEPTICA 11 EN SUERO 

VARIACION DE SUBSTRATO. 

Se usa un mililitro de suero y las otras condi-

cienes como en la figura No. 9 



- J5 -· 

Figura No. 18 
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GRAFICA PARA CALCULAR LA CONSTANTE DE 
MICIIAELIS. 

A.- Preparado Comercial 

JJ.- Suero. 
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Figura No. 19 
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Figura No. 20 
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Figura No. 21 
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A.- Actividad peptica en suero 
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Fieura No. 22 
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Fieura No. 23 
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Figura No •. 24 
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Figura No. 25 
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Figura No. 26 
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Cualquier estudio orientado hacia la funciSn ca

talítica de las enzimas debe basarse en la cuantifica--

ci6n de la velocidad de la reacci6n correspondiente. La 

modificaci6n de cualquiera de los factores que intervie

nen en la reacci6n produce alteraciones en la velocidad-

de la catalisis y ciertas consecuencias que orientan al-

mejor entendimiento del mecanismo de la acci6n enzim&ti-

ca. 

Aleunas de las características del comportamien-

to cin~tico de las enzimas estudiadas podrían servir co-

mo norma para juzgar si las actividades proteolÍticas --

que se miden en sangre en condiciones especificas se de-

ban a la presencia de pepsina y tripsina respectivamente. 

La curva de proereso para la pesina es una linea 

recta y ¡>or lo tanto cualquier determinaci6n ser' cier--

ta si se verifica n cualquier tiempo entre JO minutos y 

24 horas, sin embnreo debe notarse que la curva no pasa 

J>Or el oriflen y esto es probablemente debido a que la -

'd d d reducto i>roducida no es la suficientemente 
canti a e P 

l)odcr ser cuantificada ¡>or el m6todo utili
grande para 

zado. 
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La curva de progreso de la tripsina es recta úni-

carnente de cero a 10 minutos, las determinaciones debie--

ran efectuarse µor lo tanto en esta zona. La desviaci6n-

de la curva como se seoala en la gr~fica es difícil de --

analizar pero probablemente se debe a agotamiento en la -

concentraci6n de substrato. 

EFECTO DE LA CONCENTRACIOK DE ENZIMA 

Bajo las mismas condiciones n mol~culas de enzima 

cuando act6an independientemente en soluci6n trans!orman-

n veces más substrato en la unidad de tiempo que una sola 

mol&cula; la velocidad por lo tanto es proporcional a la-

concentraci6n de enzima y esto se indica habitualmente --

por la siguiente 
. , 

ecuacion: 

v • k (E) 

v - Velocidad .. 
k - Constante 

(E)- Concentraci6n de enzima. 

De hecho nuestras dos enzimas siguen esta senci--

lla 
. , 

ecuacion. Esto nos indica que no existe l1mitaci6n -

en la capacidad del m~toclo, que estas enzimas act6an sin-

· ' 111a1·ca¡Jaso ahadido' ningun 
la ausencia de impurezas t6xi--

·' enzim&tica puede asegurarse; la. --
cas en la preparacion 
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presencia de inhi~idores es poco probable y por Óltimo 

puede pensarse que existen todos los cofactores que se 

necesitan para la reacci6n enzimática siga un progreso 

lineal. 

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUBSTRATO. 

La concentraci6n de substrato es uno de los --

factores más imµortantes en la determinaci6n de la ve-

locidad de las reacciones enzimáticas. En casi todos-

los casos en que se grafica la velocidad inicial con--

tra la concentraci6n de substrato se puede obtener co-

mo en el caso de las dos enzimas estudiadas un segmen-

to de una hiperbola rectangular. Resultados similares 

se obtienen siempre que un proceso depende de una sola 

disosiaci6n; la teoría de Michaelis y Menten postulada 

1913 (J4) se basa en procesos con disociaci6n de este-

tipo y es sin duda alguna la base m~s importante de la 

mayoría de la cin~tica enzim6tica. La determinaci6n -

de la constante de Michaelis es fundamental ya que con~ 

tituye una característica primordial Jlara la actividad 

de una enzima cuando su considera substrato y tempera-

turas particulares. 
La constante de Michaelis para la 

d ,, 0 r el m~todo de Dixon y ~ebb es -
pepsina determina a .... 
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. 1 3 -7 7 igua a .25 por 10 y para tripsina es de 5.1 por 10- . 

esto nos indica que la afinidad de pepsina por la hemo--

globina es ligeramente superior a la de la tripsina por-

tal enzima ya que la constante de Michaelis nos indica -

la concentraci6n de substrato necesaria para que la vel~ 

cidad de la reacci6n enzim~tica sea la mitad de la velo-

cidad m~xima. Esta afirmaci6n se demuestra si se parte-

de la ecuaci6n que relaciona la concentraci6n de substra 

to a la velocidad de la reacci6n enzim~tica¡ 

V : 
V 

1 4- Km 
s 

V Velocidad cuando la concentraci6n de substra 

to es s. 

v = Velocidad m&xima cuando la concentraci6n de-

substrato es suficientemente alta para satu-

rar la enzima. 

Km La constante conocida como constante de 

f.Jichaelis. 

s Conccntraci6n de substrato. 

Si en la ecuaci6n anterior Km es igual a s tene-

mos: 
V S 
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Entonces, constante de Michaelis es la concen

traci6n de substrato cuando se cumplen las condiciones 

de la ecuaci6n anterior. 

La ecuaci6n (2) puede transformarse despu~s de 

varios pasos a la siguiente: 

s 
V 

= Km -v--
s 

Esta ecuación es la gr~fica de una línea recta 

cuya inclinación es l/V el intercepto en el eje verti-

cal es Km/V y -Km se obtiene prolongando la gráfica p~ 

ra cortar el eje de las abscisas. Estos dos m~todos:-

definición en el caso de la tripsina y ecuaci6n (4) en 

el de la pepsina se utilizaron para calcular las cons-

tantes correspondientes. 

EFECTO DE pH 

En general las enzimas son activas solamente en 

cierto rango de pII y en la mayoría ele los casos se pu~ 

de observar cierto pll al cual la actividad enzimática-

es mtÍ.xima este punto particular es el pli 6µti1110. 

En ol caso de la pepsina el rango de pi\ en el-

cual la actividad do esta cn7.ima t'.S 111L~xi111<\ ~t' 1•xli~~11do 

1 1 ' ' ' • l) 11 1 ! t' l 
1
".· t• ll 1 ll) L'. ; \ l' \) 0 -blerncntc se deba a que il ( 1.sos1.ac 1 1 · • 
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X 1 ·¡ O (j i ,<; t i-l J ~cidr, (~I ut!irnico es m~.xima en este rango 

A fl e ua rito <1 ·¡ a f Fl n j <t'J;injn;j y la tirosina que se supo-

flP forrnnr1 parl,1! rJr.d r:or1Lro ;1ct,1vo de ~!Sta enzima proba-

lil om1-Hit,o j1H!f~;1r1 1111 ¡1;q1r! f .58Cunrla.rto ya que su ioniza---

cif111 <1 o!'>I.<> pll ns pr;11:Llcarnr•nte nula. 

El 1;111/'.'• •In mayor ;¡c;tivi.dad que se obtiene para 

!<1 l1·lpéii11il sn nxlio11rJP clnsrl11 7.0 hasta 9.0 aproximada-

1111>11ln P"ilfl ¡111Prln nxplicilrse si Sr! recuerda que la es---

l 1111·t11i;1 d1!I c1>11Ln1 ;ir:Llvo do la trtpsina intervienen -

'· 1 111 • 1 ' " 11 il 11 o !i 1 • 1 r l 11 s , t. o el o s l o s e u¡¡ l o s t i en en p K ( 5 ) que h~ 

1'1!11 o..;11p1>1101· s11 d 1 socLll~i (111 011 !)Sta zona do pil con tribu-

yn11do ¡111Ps l.od;1~• 1>l li1!'i ,, la car1~a neta del centro acti-

l·l•H'l'll lll·. L\ l'E~tl'l<:H1\Tlllll\. 

1.:1 t>!P1·t u dP l;i temperatura sobre .la velocidad-

dP 1<1 1·•'<H'•·\{111 0111.lm<~l.l.ca pul'cle doberse a diferentes --
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modificaci6n de los pK(s) lo que puede ser investigado 

cuando se calcula los calores de ionizaci6n, puede tam-

bi ~n producirse un cambio en la afinidad de la enzima 

por activadores e inhibidores o puede haber un cambio de 

marcapazo cuando dos 6 m's con diferente coeficiente de-

temperatura toman parte en la reacci6n enzim&tica. 

Los resultados que se obtienen para pepsina y --

tripsina a partir del c'lculo de la energía de activa---

ci6n y de la gr,fica misma de la variaci6n de temperatu-

ra contra actividad sugieren que el efecto primordial en 

este caso es sobre la velocidad del rompimiento del com-

ple jo. 

La energía de activación se calcula utilizando -

la ecuación empírica de Arrhenuas. 

d log k = E 
dT RT2 

Transformando a log¡o se obtiene: 

d E 
2.)0)XR 

X 
d 1 

"'""T9 

Entonces cuando se grafica la reciproca de la --

t el lo ªlOk en unidades arbitrarias se-tempern tura con ra "' 

obtiene ln ~ráficn de una recta cuya tangente es igual a 

d Puede despejar E cuyo valor es - E/2.JOJ X R de don e se 
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igual al de la tangente multiplicada por 2.)0) y por el 

valor de R que es 1.99. La energ!a de activaci6n para-

pepsina es de acuerdo con este m'todo es 9031 cal mol-l 

y para -1 
tripsina es de 8614 cal mol • 

La temperatura 6ptima es la seílalada en la grá-

fica Y la disminución de la actividad a temperatura más 

elevada probablemente se deba a desnaturalizaci6n de la 

enzima. 

En estas condiciones el comportamiento cin~tico 

cuando se introducen las variables de pH, temperatura,-

y la o bt ene i Ón de 1 a c ons tu. n te de ~li cha el is proporc io--

nan indicaciones acerca de que si la actividad determi-

nada en suero en las condiciones establecidas deba atri 

buirse a la presencia ele pepsina y de tripsina. 

Se pudo observar 4ue para el caso de la pepsina 

aunque la constante ele ~licllaelis encontrada en suero es 

mu)· semeJante a la del extracto de mucosa glstrica, la-

, el t. . , 
c u r ,. a d e p ¡¡ e s el i f e r e n t e y l a e n e r g l. a e a c l. va c l. o n e s -

-1 
comµletLrn1enl0 distinta es de 9031 cal. mol. para el --

-1 
prep<H·ado col!lercial y de 2616 cal. mol. para el suero. 

En lo qut> se rtJfiere a la tripsina la curva de-

pi! e~ distinta, la constante de :'lichaelis es diferente-



.')2 

y 1 ,, ; 
1 ~rl<~r'f'.)i:i 'Je, ••<:1.)·1:.cjr)n r:~ 'i<: ::JI)]'~ r;al -1 

rr·o 1, para 

(• 1 ¡' J '' 1' ;, r ;., rj <; y ?.)?.? cal. 
-1 

rrr;l, r;ara el sue-

J ') : I · ~- 'j ( • f. j J)' J" (• ~ 1, f¡ .~: f j ,•;1 t I¡ '-'.. '-' f í' . t l' ' 1 . . • " .. 1 • su f~ r, 5 . v o s 'J f" ri u e a - -

'1 <.: 1. ) V ¡· ,-J ;, rj 11 1 ¡· Í t ). 11 1 j . ¡ .. r;;, <·ncon .r:.J' :.> <·n 5ur~ro no correspon-

las <Jctividades 
, 

"pep-

t. i r: ;, t.1·{¡;t.ic:1" 1 l«l suc!ro rr0didas en las condiciones-

l•.s ¡;11Ps «:-iLll q11P sr· lra jnrJicado que rara el ca 

~<i ,¡ .. 1<1 t.1·1¡;:--.i11;1 se• 11sc·11 substratos con una especifi-

t:ld<1d .ili:-;.,l11l..1 p;11·;1 "sL;1 1•n:1.·i11:<1 como el clorhidrato de 

illf'¡, l1 .. 111.11i l-l-;11·1'.i11i11;1 a11iida (17). 

t·: ~' L 1 ¡ 11d i ca 11t•C<'.""'·j <tmnnte c¡uP muchos datos 

ril "1·111<tol·•~i 1•11 l;i 1 i l.1•1·;tl.111·;1 rlr• <1cti viclacl pé"ptica y ----
1· Í¡d i "" 1·11 di 1'1·1·1·11l.1•s l';1df'cim:i Pntos gnstro intestina-

1 •. ., 1111 .-.11 11 1·1·t""'~'"1tl.;ilivos <11' l<is <1ctividades menciona 
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Se estudiaron condiciones cinéticas de extracto 

de est6mago y p'ncreas y de suero a fin de establecer -

si las actividades tríptica y péptica, que se estudian-

en este Último son representativas de las actividades -

de pepsina y tripsina purificadas. 

Los resultados obtenidos permiten afirmar que -

las actividades r¡ue se determinan en suero no correspo~ 

den exclusivamente a la presencia de tripsina r pepsina 

ya r¡ue la constante de-~ichaelis la energía de activa--

ci6n y l<:1s curvas de pH son muy diferentes. 

Se confirma la necesidad de usar substratos es-

pec{fjcos para werlir las actividades en suero represen-

ten las dr tipo tripsina y pepsina. 
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