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INTRODUCCTON

En la Industria Farmacefitica Mexicana, la mayor parte
de la materia prima gue se utiliza en ella, es de importacidn.
Por tal motivo esg mecesario realizar estudios técnicos ¥ econo-
micos para que las materias primas sean obtenidas en México y =
asi disminuir las importaciones.

El objeto principal de &ste trabajo es realizar una -
recopilacibn técnica y economica de dos enzimas, la tripsina y
gquimotripsina para obtenerla en forma cristalina en Mé&xico y --
asi crear nuevas fuentes de trabajo.

El hecho de realizar el estudio de las dos enzimas, -
es que estas dos se encuentran en el pancreas, siendo posible -
estraerlas al mismo tiempo y ademas dentro de la Industria Far-
macefitica se usan en forma combinada vy solo en raras ocasiones
en forma individual.

La tripsina y quimctripsina son enzimas proteoliticas
que se localizan principalmente en el péncreas en forma inacti—
va, siendo posteriormente activadas por la enteroguinasa del in
testino. Como su nombre lo indica,; estas enzimas actfan sobre -
las proteinas, pers solo sobre determinadas proteinas y mas es—
pecificamente scbre determinados enlaces de ellas.

En la Industria Farmacefitica tienen una gran aplica-—

cibn, usandose principalmente en transtornos digestives y en -~



procesos inflamatorios. En algunas ccasiones izs enzimas se an-
cuentran combinadas con antibidticos, expectorantes y algunos -
antihistaminicos. En la combinacidn con antibidticos se usan an
contra do lcs procesos infecciosos, para que =cuel presente uns
major accidn. En el mercado estas enzimas se spcuentran actual-
mente en varias formas farmacetiticas como son: Capsulas, gra——e—
geas, comprimidos y licfilizados.

Actualmente en México se obtiene una mezcla de tripsi
na y gquimotripsina en varias proporciones, estas variaciones ——
son de fabricantes 1z mezcla contiene impurezass, por tal motive
solo son uwtilizadas para uso oral. Lias enzimas en forma mas pu-

rificada son importadas de varios puaises de Furcpa y América.



GENERALIDADES

»

Las epzimas son catalizadores kiolbdgicos gus aceleran,
retardan y enh general regulan las diferentes reaccioznes gue ca—
racterizan los fenbmenos vitoles en los crganismos wivientes. —
En 1=s plantas estén las enzimas responsables de la fijacidn ge
ia erergia solar y la sintesis de las sustancias alimenticias.
En los animales estéin las enzimas responsables de utilizar 1los
alimentos con fines estructurales o energ&ticos; las funciones
del metabolismo interno y de la vida de relacibn, coms la Loco—
mocién, la excitacidn, la irritabilidad, 32 divisibn celular, -
la reproduccidbn, etc., todas las anteriores funciones estin re—
gidas por la actividad de innumerables enzimas responsables de
gue las reacciones se lleven a cabo en condiciones favorables —
para el individuo, sin liberaciones bruscas de energia, a te—ze
raturas fijas, en medio adecuado de fgi, concentracibdn salinz ——
practicamente constants.

Las enzimas son catalizadores altamente esrecificaz,
que modifican la velocidad de las sustancias gue caktzalizan, €2
decir, son las encargadas de graduar la velccidad de una suzstiz
cia determinada en el intexior de la célula.

Las encimas son de naturaleza proteica, de geso molis-
cular elevado, no dializable v termolibil, formadas por alfa =-

amincfcidos ligades por uniones péphkicas, la forma en J€m0 o =

-



crdenan y disponen éstos determinan la especificzzidn de la sx-
zima.

Los aminodcides se encuentran plegados Formando uns —
hendidura representante del sitio activo de la exzima donde e~
kona perxfectamente el sustrato o los inhibidores, ssto se como~
ce como la llave y la cerradura.

El sitio activo de la enzima es una parte muy pegueia
de toda la molfcula, estando constituida por los grupos funcio-
nales de los aminodcidos situados en los diferentes repliegues
de la cadena polipeptidica, estos grupos éen el plano uhdimensio
nal se encuesntran muy lejanos, perc en el tridimensional estén
muy cercanos. Se ha demostrado el Sitio Activo por medio de sus
tancias quimicas, como el Diisopropil Fluorofosfato (DFP), Des-
puds del blogueoc con DFP la reaccidn enzimitica caracteristica
no se lleva a cabo. Por lo tanto, se deduce gue la actividad en
zimitica de la enzima depende del sitio active.

Para gque se lleve a cabo una reaccifn enzimdtica, es
necesario los sigulentes factores:

La enzima propiamente dicha

El sustrato

Factores Fisicos como son: Temperatura, pd, Potencia

-

Jz Oxido Reduccifn y la presencia ¢ ausencia de sustancias dz -

activacibn o inhibkicisn.

= o ~ - - L » Y - - 2 r':,r(‘
Parn reslizar 1o cuvantificonzitn de la eagirg, Gsta e
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rezliza siguiendo el curso de la reaccifn gue cataliza por la -
aparicibn o desaparicibn de nuevas sustancias producto de la --
reaccidn., Los cambios que surgen son con respecto al tiempo, ——
por lo tanteo, lz cuantificacidbn debe realizarse al principio de
la reacecibn, es decir, cuando estf en lizea recta va que, con —
el tiempo la enzima es saturada con los nuevos productos siendo
inkibida ademfs también, pueden surgir mcdificaciones en el g2
gue alteren la actividad de la enzima.

La cuantificacidn es realizada en unidades convencio—
nales, dependiendo de la sustancia que catalizan ya que no es —
posibkle expresarla en t&rminos de molaridad o de pesos absolu-—

tos.

Nomenclaturg

Algunas enzimas, las que fuercn descubiertas en un ——
principio, recibiercn de manera especial nompres ligados a su -
sitio de procedencia anatbmica, sin seguir ninguna regla o sis-
tema como por ejemplo, la pepsina del estBmago, la Tripsina del
pincreas, la renina que coagula la leche, la papaina que se en-
cuentra en la papava, etc.

Al descubrir nuevas enzimas ¥ proceder a su caractezi
zzcibn estricta, se aplicaron reglas de nomenclatura en el no—-
re del sustrato atacado & el tipo general del sustrato o la ——
reaccibn catalizada o afiadiéndose al final del norbre la termi-

.

L, £

~neifdn ASA. Por ejemplo se les denominz esterasas a todas lzs



enzimas que fragmentan las uniones generales de tipo ester cuan
g0 es especifica para los esteres del colesterol se denominan -
colesterol esterasa.

Otra forma de clasificar a las enzimas, es de acuerdo
a Jla unidn ztacada.

) En el afic de 1978 la Unibn Interpacional de Bioguimi~
ca adoptd el sistema de clasificacidn propuesta por la comisifn
de enzimas. Este sistema estd basado en la reaccidn quimica gue
catalizan, agr@pandose en clases y subclases y al final la ter-

minacibn ASA. En algunas ocasiones los nombres resultantes son

demasiados largos, prefiriendose los triviales.

clasificacidbn

1.—- Oxido-Reductasas: Estén relacionadas con las oxi-
do—~reducciones bibdlogicas que intervienen de modo fundamental -
en los procesos de respiracidn y fermentacidn.

2.~ Transferasas: Catalizan el traspaso de grupos gui
micos con excepcibdn del hidrdgeno.

3.—~ Hidrolasas: Este es un grupo muy numeroso de exzi
mas, las cuales tienen la capacidad de introducir los elementos
del agua en el sustrato atacado, produci&ndose la hidrblisis.

4.— Liasas:; Catalizan la particidn reversible de grz—
pos quimicos gque son desprendidos de sus sustratos por mecaniz-

mos en los cuzles no interviene la hidrblisis.
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5.- Isomerasas: Son las enzimas que catalizan diferen
tes tipos de isomerizacibn ya sea 6ptica, geométrica, funcicnal

o de posicidn.

6.~- Ligasas: Es un grupc de enzimas que permite iz —-
=nifn de dos moléculas, la cual sucede simulténeamente a la de—

gradacién del ATP, que 1ibera la energia necesaria para llevar

2 cabo la reaccidn.



PROPIEDADES DE QUIMOTRIPSINA

La Quimotripsina es un polvwo cristalino o amorfo dz -
ecolor blanco o blanco amarillento, sin olor. La forma cristali-—

na es de tipo romboide.

Solubilidad: Solublie en agua y en solucidn salina

Pureza: Contiene no menos de 1000 UNF/mg. de Quimotrip
sina.

Humedad: Secado a vacio a 60°C durante 4 horas no pier—

de m8s del 5% de su peso.

Residuo de Iz Ignicibn: No més del 2.3

Punto Isoeléctrico: Es determinado midiendo las velocidades
de migracibn de particulas de colodion,
sumergidas en soluciones de enzima a Gi—
ferentes H. Para Quimotripsina, el pun-

to Isoeléctrico se encuentra a un M de

5.4 v para el Zimbgeno es de 5.0

Cpeficiente de Di-

fusibn: Es determinado midiendo la velcocidad de

T o=

difusibn del Nitrbgeno Proteico. Para Iz
Quimotripsina es de 0.037 cm/dia a 6'C,
para su ZimbBgeno correspondiente es de ~

0.039 cm/dia.



zn@iisis =lemental en Base Seca:

Xitrbgeno

Amino Mi

Digestifn de Péptidos:

50. G5 cL (-) 0.15 %

7. 0634 s {=) 1.85 %

15.54 Cenizas 0.12 %%
trfgeno como por ciento del nitrdgeno total = 6.0°%

HidroXiza los p&ptidos que envuelven
los grupos carboxilo de los grupos -
arcmaticos de los Aminodcidos. Berg-
man y Fruton han mostrado que hidro-~
liza polipéptidos en el cual la Tiro
sina o Fenil Alanina, suministra el

péptido con el grupo carboxilo.

Comparacidn de Quimotripsina con la Tripsina: 5La Caseina es hi

drolizada mejor por Quimotripsina —-
que por Tripsina cristalina. La hi--
drbiisis de la Caseina por las dos -
enzimas ocurre en diferentes uniones,
esto ha sido demostrado por el hecho
de gue cuando se pone Caseina hidro-
lizada a la Tripsina o a la inversa,
hay un marcadeo incremento en la hi--—
drbdlisis.

Miller ha encontrado que la auimocizip

sina hidroliza 47-50 enlaces en la ~



Usos:

D6sis Usual:

Efactos secundarios:

Conservacifn:

10

Lactoalkfmina, misntras que la Tripsi
na Hidroliza 33-35 enlaces.

Ball y Linewaver han encontrado gue -
la Quimetripsina hidroliza la alblmmi~
na de husvo 30 veces wis ripido gue -
la Tripsina.

Principalmente una categorifa proteoli
tica.

Intramuscular 2500 & 5000 UNF/0.5 a -~
1l ml dos veces por &ia.

Bucal: 10000 UNF cuatro veces por dia
Oft&lmica: Cerca de dos ml de una so-
Iucibn gque contieme 150 UNF/ml

Oral: De 50000 a 100000 UNF/mg. cua--—
tro veces al dfa.

Puede causar upa irritacibn local, en
algunas ocasiopnes causa una uloera———
cibn. Puede causar una gran variedad

de reacciones alérgicas incluvends -—-
apnafilaxis.

Debe almacenarse en envases bien tapa
dos, protegidos de la humedad y czlor

exceslivo.
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OBTENCION DE QUIMOTRIPSINA

La mayoriz de los métodos reportados, estan basados-
en la extraccidén de procductos naturales y posteriormente preci
pitaciones fraccionadas con sulfato de amonic. La principal ~-
fuenge dé obtencién ¢s el pancreas de res ¥ cerdo. Alguncs Autg
res han extraido laz guimotripeina de otros animales tales como;
caballo; salmén, poilo, tiburdn peguefio etc.

Para fines industriales la principal fuente de cbten
cidn es el pincreas de xes y cerdo, los cuales son mas faciles
de consequirlos en Mé8xico. Estos son obtenidos de la Central -
de Abastos, donde lcs animales son sacrificadeos, seleccionindp
se las diferentes visceras gue son usadas enr las diferentes in

dustrias que las soliciten. Lias visceras son inmediatamente xg

frigeradas y limpiadas. En ésta forma son colocadas en cajas -

para su posSterior distribucién.

En el prooeso de cbtencidn se siguen varias étapas -
ccmo soné

1.~ Extraccidén de Quimctripsindgens

2.- Purificacidn de Quimotrisindgenc

3.- Activacidn de Quimotrisindgeno

4 .- Purificacidén de Quinotripsinigeno.
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La quimotrisina se encuentra en =i pancreas en forma
de zimSgeno inactivo, conocié&ndose come guimctripsindgeno, por
lo tanto el primer paso es la extraccidn de &ste.

La extraccidn del guimobtrisindgeno es realizada por ~
el método tradicional de Kunitz v Northrop {19), usando péncreas
de bovino fresco, si es dificil conseguirlc asi se puede usar -
el congelado, para ésta &tapa es necesaric contar con material
como: Chareolas de acero inoxidable, tanguss de almacenamiento -
con agitador mécanico, prensa mEcanica, borkas de retroalimenta
¢ibn, molino de carne, centriugas, clmaras frias etc. Asi como
sustancias tales como; &cido sGlfurico, &cido acético y el pin—

Creas.

Breve descripcidn del proceso de extraccibn.
En casc de utilizar péncreas congelado. Este es colo—
cade en charolas de acero inoxidable, sumergido en &cido sfilfu~
rico 0.25 N, en &sta forma se inicia el descongelamiento el ———
cual es realizado en c&mara friz y por un tiempo determinado, —
el descongelamientc puede ser ayudado por mé&todos mécanicos, &=
les como; ventiladores. Finalizado el descongelamiento se progz
de a la eliminacidn de las impureszas gue Se encuentran presentes en

8l, como son la grasa v tejide conjuntivo gue no fusron eliminz

dos en un principic. El pincreas Jdescongelade v limpis es pasz—-
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do a través del molino de carne, para bbtener una forma mas £i-
na y facilitayx la extraccidn de los zimdgencs gue ge encuentran
en el interior de las cé&lulas.

Ern un tangue de acero inoxidable es colocado el p&n--
creas molidc, suspendiéndolo en 1.7 litros de agua por kg, ajus
tando el PH a 4.2 con &cido acético, &l cual debe estarse ajus-
tando cada 153" & 30', controlando la temperatura entre 2° - 4°C,
agitando por cuatro horas y manteniendo al final una hora de xg
posc. Durante &ste proceso es importante mantener constante la
temperatura, g y la agitacibn, para obtener buenos rendimien--
tos.

Finalizado el tiempo de extraccidn, el material inso-
luble es removido con la ayuda primero de una prensa mécanica y
posteriormente con una centrifuga. E1 liquido clarificado es -=
concentrado, para éste filtimo paso se usa un evaporador, contro
landose la temperatura y vacio los cuales no deben ser superio-
res a 38°C,

Hasta &sta parte del proceso se han extraido simultd-
neamente el guimotripsindgeno vy tripsinfgeno, por lo tanto Iz -

siguiente &tapa es la purificacibn de los mismos.

2.~ PURIFICRCION DE QUIMOTRIPSINOGEHNO

La purificacibn del quimotrisinbgeno est& basada en -
la precipitacibn fraccionada con sulfato de amonio. E1l éxite de

=l

la purificacibn es el usc adecuado de la solubilidad, la cuzld -
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depende de varias variabkles como son; i, temzeratura v concen—
tracibn del electrolitro en &ste caso el sulfato de amonio.

Efecto del @: E1 fl es un factor muy importante en -

la purificacidn del zimbgeno, puesto que éste es determinante -
en la solubilidad de las proteinas, puesto que estas son mas so
ilublés cuando se encuentran cargadas positiva o negativamente -
del punto isoélectrico.

Para hacer uso de ésta variable en el curso de una pu
rificacidn es necesarioc conocer los tipos de proteinas presen—-—
tes asi como sus respectivos puntos iso&lectricos para proceder
a la separacibn. Cuando dos proteinas presentan el mismeo punto
isoélectrico, la separacibn es posible, por eliminacitn de la -
menos soluble, con una cantidad suficiente de electrolitro v re
moviendolo como precipitado; conocigndose como pre cipitacifn ——

isoélactrica,

Efecto de la temperatura: Las proteinas en solucicnes

diluidas de electrolitros, son mas solubles a temperaturas —=as
altas de 0°C. Las proteinas en soluciones concentradas de elsc-
trolitres son menos selubles.

Hfecto del tipo de electrolitre empleado: Lias salzzs -

univalentes son inefectivas en la precipitaci®n de proteinzz, —
las de mayor valencia producen mayor fuerza ifnica, siendo zorx

lo tanto, mas efectivas como agenktes precipitadores de protc.——

nase
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Una de las sales mas comunmente usadas come agente pre
cipitante es &1l sulfato de amonio, &1l cual es muy soluble y £&——
cil de conseguirlo.

La forma de adicionar la sal, presenta un efecto impor
tante en la precipitacidn fraccionada de las proteinas. Existen
tres formas de adiciocnarla las cuales son: a) adicicnandola en -
forma sblida, B} adicionandola en solucidn saturada y ¢} diali—
‘zando la sal a través de unz menbrana de celulosa.

El Gltimo método de adicibn es el mas efectivo, sin =m
bargo es el mas impractice. 2 mayoria de los investigadores ——
usan en forma alternada los dos primeros métodos. '

La concentracidn de la sal regquerida para precipitar -
esté referida en terminos de porciento de saturacibn, para obte-

ner la cantidad en gramos se recurre a tablas previamente estz~—

klecidas.

Breve descripcibn del proceso Ge purificacidn:

En la purificacidén se usa el m&todo tradicional de B
nitz v Northrop {19) . En &sta &tapa el material necesario son: -
tangues de acerc inoxidable, embudos para filtrar, papel filtrz
v el sulfato de amonio. E1 procedimiento es como sigue; Por caziz
litro de extraccibn &cida obtenida, se le agregan 242 gr de sul-

<y

fato de amonio para tener un 0.4 por ciento de saturacibn y a;:s

tando el H & 4.2 y agitando vigorgsamenbe para soluilizar koo
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la sal y evitando el exceso localde 12 pisma. La mezala a 5°C es
£iltrada. Al filtrado resultante se le agregan 205 gr por litro
de sulfato de amonio para alcanzar una concentracidn de 0.7 por
ciento de saturacidn, sgitar y gejar reposar por dos dias a 5°C.

Transcurride el tiempco de reposo, f£iltrar y al filtra
do resultante puede ser usado para la prepargcidn de ribonuclea
sa. A1 precipitado obtenido es disuelto en tres volimenes de --
agua y dos volGmenes de solucidn saturada de sulfato de amonio,
l1a suspensidn resultante es filtrada, para la cual utilizamos -
la ayuda del celite; al filtrado resultante se le agrega 205 -—
g/l de sulfato de amonic 1entamenté. Filtrar y el precipitado -~
es usado para la cristalizacidn del Quimotripsinbgeno.

Cristalizacidn del Quimotripsinbgenc: En esta fase es

realmente donde ocurre la purificacibn del Quimotripsinbgeno, —
en esta etapa es muy importante el fH ya que propiamente de &l
depende la separacibn del tripsintgeno e inhibidor de la Tripsi
na,

El precipitado es disuelto en 1.5 vollimenes de agua -
v 0.5 volfimenes de solucidn de Sulfato de Amonio Saturado, ajus
tar el pH a 5 por la adicidn de NaOH TN gota a gota. La solu-—-
©ibn se deja dos dias a 20-25°C. Una copiosa cosecha de crista-
les de Quimotripsinbdgenc es obtenida en forma de largas agujas,
£iltrar, en el precipitado se encuentra el Quimotripsinbgeno y en

el filtrade ol Pripsinéenoc.
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Recristalizacién del Quimotripsindgenc: Siguiendo el

tcdo de Kuniﬁ:z v Northron {12) é&ste ss realizs3o con sulfatn
de amonio, obteniéndose buenos resultzdos.

Los cristales de Quimotripsindgenos ckienidos en el —
paso anterior, son disueltos en tres vollmenss & agua y un vo-

Jumen” de solucidn saturadz de sulfato de amonic, ajustando el =

B a 5. Estas recristalizaciones son repetidas gor unas 8 veces,

para eliminar al mdximo las impurezas.

Otros autores realizan algunas modificaciones al méto
do original ge Kﬁnitz en la purificacidn. Estos suspenden los -
cristales de QuimotripsinBgeno en 5 volimenes de agua ajustando
el mH a 3 agregando el sulfato de amonio y ajusténdose el H =2

4 en lugar de 5 con NaOE 3 bajo estas condicicnes la recrista-

lizacidbn es completa en cerca de 36",

IZIX . ACTIVACION DE QUIMOTRIPSINOGENO .

I.a activacifn es efectuada en las solnciones del Qui-

mokripsinfgenc a pH 7-8. Esta activacidn es répidamente efectua

da por la entercquinasa, y no por psguefias cantidades de Tripsi

na, puesto gue la soluciln de Quimstripsinbgeno contiene pegue~

fias cantidades de tripsindgeno e inhikido:r de Tripsina, y por -

ag inackivada. Cuznis la Enteroguina-

fﬂ

consiguiente, la tripsin

sa es agregada, suficiente tripsina es formada del tripsinfzeno

a2l -

eidn inhibitoria de la solucifn y activando

5n la proteirz —~-

i
~ﬁ

Zuimotripsindgeno. Deszuds de una cristalizaci
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buede ser activada por 1z tripsina o enteroguinas, pero después
de repetidas recristalizaciones sélo es activada por la Tripsi-
na ¥ no por la sptoroguinass.

Dos guimctripsinfgenos 2 ¥ B vy varias guimotripsinas
son conocidas. E1 primer guimotbripsin@geno fué cristalizado por
Runitz y Morthrop {1}, varias modificzciones del procedimiento
original fueron hechas por Kunitz {22,23), v el segundo guimo--—
tripsindgeno fue obtenido por Laskowsky y colaboradores {22,25).

En el proceso de activacidu tiene lugar la liberacifn
¢ segmentacibn d’é uno o dos péptidos v dependiendo del sitio —-
donde surge la segmentacibn, es el tipo de quimoctripsina resul-
tante.

Las diferentes formas o tipos de guimotripsina Sifie-
ren; en la forma cristalina, solubilidad y velocidad de irnzcti-~
vacidn por la Urea, alcali o 4cido, no han sido encontradas &i-
ferencias en cuanto & su actividad proteolitica. Deduciéndose -
gue los diferentes tipos de guimotripsina difieren en aq;uellas
sitios de 1la molécula gue no estdn relacionados con el sitioc ac
tivo.

Zeotivacidn 3e QuimotripsinSgeno A: Este s gonver-— -

tido a enzima activa a M 7.6 a 5°C por dos dias de activacifn,
por segmentacidn triptica del enlace entre Argyg — Isolecy; .
Una subsecuente aceifn avtocatalitca remueve los dipdéptidss ———

Sery, - 4‘3311'_3.v'.1K zara producir Quimstripsina.
. il-
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-3 £ z ey F ey -
Zion de I‘e\..-ﬁ_,._.gé.] Ars

st -

dos o 2= enlaces oon la eliming——
248 conducen & Quimotripsina.
DURIFICEZEION DE OUIMETRIPSINA

Esta purificacidn es realizzda por re
tzciones cox Sulfato de Zmonio.

idas precipi-—

Lz cristalizacidn de Quimctripsina es llevada a czako
ror el ajuste de fH a 4 con el &cido sulffrico BY y agredardo -

el sulfato de amonio. La suspensibn resultante es filtrada por

Bapel filtroc y el precipitado obtenido es disuelto en 0,75 woif
renes de &cido sulffirico 0.OGIN e incculado con
i8ndola a 20°C por 24 hrs.

zimotripsina de

Recristalizacidn de Quimoctripsina: ELl precipitadc <=-
tepido en el paso anterior

do sulffiricco G.QIN vy cerca

es disuelto en 1.5 voliimenes de &ci-

+a la cristalisacidn comienza.

de un volinen de solucidn saturadz -
Ze sulfato de amonio. Despuds de una hora a temperatura ambiez-

¥ solucibn a

—

CRISTALIZACION DE o QUIMOTRIPSINA { 20 )
e

sriiguadora de fosfatos
oor tres sermznas a 5°C. Transcurrido

fa &I

La é- guimotripsina es disuvelta en un volumen de az:x
sulfGrico ¥

oy
e

8, dejéndola en repczo
ifdn de sulfato de amonio v el pH es

anscurrids

ml

o ame

el tiempoc, sSe agrega scLzi-

ajustado a 5.6 con &cidz -
zzka a gota, permaneciends a 20°C por tres dizs. -

tienmps, es filtrada gor vacio chikeniéndose liz-
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gos cristales piramidales. Bstos cristales son recristalizados
disolviéndolos en agua Yy agregando sulfatc de amonio saturado,
cbtenidndose despuds de 24 hrs. Los cristales de alfaguimotrip-

sina.

CRISTALIZACION DE QUIMOTRIPSINA

La Delta guimotripsina, fue preparada primeramente —-—
por Jacobsen. Posteriormente Sclwert y Kaufman (38) , escribie——
ron un procedimiento para obtener delta Quimotripsina, usando -
alfa,

Quimotripsinbgeno recristalizado 8 veces. E1 Quimg~——
tripsinbgeno es disuelto en agua, ajustando el H a 7.3 con ———
Naor O0.I.N. a una temperatura de 0O°C, después de 20' se agrega
la tripsina cristalina para la activacibtn y despus de 90' el -
H de la solucibn es ajustado a 4.2 con &cido sulflrdico 2§ v £i

nalmente la solucibn es liofilizada.

QUIMCTRIPSTINOGENO B

Como anteriormente se menciond, se extr@en dos Quiro—
tripsinbgenos del pancreas bovino. EL proceso de exkraccidn es
el mismo que para el de A, la diferencia est& en el procesc da=

urificacidn el cual es como sigue: Al extracto &cido se le ———
agregan 114 g/l. de sulfatc de amonio, filtréndose y al filtzi-
do se le agregan 121 g. de sulfato de amonioc, filtr&ndose. En —

el precipitado se encuentra el Quimotripzinfgeno B y en el f£il-
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trado esté& el Tripsindgenc inhibidor de tripsina ¥ ribonucleasa.

La cristalizacidn y recristalizacidn del zimdgeno es
rezlizada con sulfato de amonio.

L.a activacidn del Quimotripsindgeno B es realizada —-
con tripsina & @ = 7.6 y 0°C, siendo segmentados los enlaces -
de ARG - 15 IS@I 5 produciéndoge la guimotripsina.

Rajo condiciones de lenta activacidn (1:2000) a H &
7.8 ¥ 0°C, occurre la segmentacidn en Leul47 - Alanl48 en Lien
~Esn resultando la correspondiente ——

1492 TLis en Tir-

150 146 147
guimotripsina B >( 12) , en la cual se encuentra la Tir 146 en po—
sicidn C-Terminal y‘Lisina 150 en posicibn N Terminal.

Lia aislacibn de Quimotripsindbgeno B en estado puro, -
es nfs diffcil gue el 2 debido, principalmente, a2 gue el ZimS5ge
nc B estd en una proporcidn de 1/4 con respecto al de A; el zi~
mdgeno B ho cristaliza tan r&pidamente como el de a; la Deoxiri
bonucleasa es precipitada por el sulfato de amonic mostrando si
milar modelo cromatogré&fico zimdgeno B.

Durante todo el proceso de activacibn, es importante
seguirla; realizando determinaciones de la actividad con las —-—

técnicas adecuadas pero éstas deben ser sencillas v répidas. =

to es, con el objeto de verificar el proceso de la activacifn.



E1 analisis de la quimotripsina es rezlizada por tres
mé&todos diferentes,

1.~ Bl analisis de la quimotripsina, como proteina de
terminando su absorcidn a 280 nm. Este método fué introducido -
por Kunitz; la enzima es disuelta en &cido clorhidrico para dar
nos una concentracidn final de 0.1 a 0.35 mg/ml y determinando
la absorbancia a 280 nm. el método es sumamente sencillo y préc
tico, pero presenta algunas inconveniencias como son: a) la en-
zima debe estar libre de contaminantes que absorban a 280 nm v
b) con éste método se determina la cantidad de proteina presen—
te, pero no la actividad enzimatica. este métode es utilizado -~
principalmente en el curso de una purificacidn.

2.— La gquimotripsina tiene actividad amidasa y estera
sa, por lo tanto la actividad enzimatica es determinada usande
agquellas caracteristicas. Para realizar la actividad enzimatica
se utilizan dos tipos de sustratos:

Sustratos naturales

Sustratos Sink&ticos

gtilizacibn de sustratos sintéticos: Fara &ste caso -

se usan protefinas naturales como son la caseina ¥ la leche. L&
determinacidn esté basada en la velocidad proteslitica de la e

zima. Con estos sustrates la quimotripsina tiere mig enlaces —--
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z8ptidicos suceptibies de hidrolizar, por lo tanto no hay especi
ficidad.

El método representativo para este tipo de sustrates,
es el espectrofotométrico de Kunitz, el cual la caseina comc sus
trato; una suspensidn de caseina al 1 es preparada en Buffer -
Ze Boratos 18 7.4 adicionado de‘CaCIQ, esta suspensidn es puesta
en bafio maria hirviente por 15', después de este tiempo se deja
enfriar, se ajusta el 4 7.4 esté lista para lz determinacifn. -
En un bafic maria previamente controladoc a +37°C se colocan Xos -~
tubos conteniendo la casina, posteriormente se agrega la solu——-
cibn de la enzima dejéndose reaccionar por unos 20'. La reaceidn
enzimé&tica es detenida por la adicibn de S8cido tricloroacético -
al 5% precipit&ndose la proteina que no fue hidrolizada por Ia -
enzima, filtréndose y el filtrado correspondiente por metodcos S
pectrofotométricos a 280 nm., usando mna curva standard y am =——-

bianco. Este método no presenta especificidad.

Otro sustratc natural es la leche, este método estf La
sado en la capacidad gue tiene la gquimatripsina para coagular ia
leche, capacidad dque la hace responsable del norbre siendo aig——
m&s, la diferencia principal con respacto a la txipsina.

La coagulacidn de la leche estd determinada por el ———

tiempo el cual bajo las condiciones adecuadas de temperaturas, -

=2, éste es inversamente proporcional a la concerntracidn de L= -

anzima agregada a la leche.
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UTILIZACION DE SUSTRATOS SINTETICIS:

La introduccidn de sustratos sint&ticos es debida a -
Bergman y colaboradores. En el uso de estos sustratos hay un en
lace suceptible de accidn enzimi&tica, siendo usados los esteres
0 amidas de los aminofcidos aromfiicos. Loz esteres estin blo-—
gqueados en el N Terminal presentando ventajas sobre las corres—
pondientes amidas, las cuales presentan valores de Km. mi&s ba—-
jos v adem8s sus productos de reaccidn son mis dificiles de ——-—

cuantificar.

Determinacibn de la Actividad Esterasa de Quimotripsina: .

Ecuacidn general de un Ester:
X-NH-RCH-CO-OR' + H,0 -=——--—— X-NH-CH-COO + HER! + HT

X es un grupo blogueador tal como Acetil, Benzoil, Tosil,

Benzil Oxicarbinol.

R es una cadena lateral gue encuentra los reguerimientos esgpe-

cificos para la enzima.
R' es un metil, etil, p-Nitrofenil

Los sustituyentes del sustrato tiensn influespciz an -
el acoplamiento de enzima, va que presenta un impedimentc esté

rico.

En iz hidrSiisis de los esterces, 1o enzima ackéa por



un pecanisme de doble desplazamiento (7,11}, en el cual la enzi
ma es primero acilada y el intermediaric acilado es hidrolizado
a los productos correspondientes y la enzima es deacilada. Esta
acilacidn de lz enzima es comprobada por métodos espectrofotomé
tricos y observaciones cinéticas.

. Para determinar la actividad esterasa se usan métodos
1) Potenciométricos y, 2) Espectrométricos con: a) Rango en el
ultravioleta ¥ ) Rango en el visible.

Métcodos Potenciométricos: Estédn basados en la libera-—
cidn continua de grupos carboxilc en la hidrdlisis de los este-—
res correspondientes, la cuantificacibn es llevada a cabo en po
tencidmetro y a una temperatura de 25°C., E1 pi inicial es regis
trado conforme va realizindose la reaccidn enzimética, el pH es
ajustado continuamente con NaDH 0.02¥. A1l final del tiempo ten—
dremos los ml. de NaOH consumidos para mantener el i constante.
Los ml. de NaOH gastados est&n en funcidn de los grupos Carbdxi
1o producidos er la hidr&lisis.

Para este método los sustratos usados son: N-Acetil —
Tirnsina Etil Egter (ATEE), en una concentracidn de 0.018 M la
concentracifn de la enzima es del orden de 2 mg/l00 ml. La cipg
tica de la rezccidn es de primer orden por lo tanto la concen
tracidn del sustrato es critica.

Otro sustrato usado es L-Firosina BEtil (TEE) con unz

conzentracits fe 0,025 M, 1o cantidad de enzima debe ser calc.~

Ioda para causar una liberacidn de 0.005 meg de grupos carkoni—
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lo/Minuto, BE1 2 es mantenido en 6.25 por la adicién de NaOH --
0.02 N, después de un tiempo determinado se grafican los ml. de
Na0OH contra el tiempo, cobteniéndose una reaccidn ds cero orden.

Otros sustrates tipicos son: Carbobenzoxil-Tirosina -
Etil Ester L-Fenil Alanina Etil Ester v Acetil-Fenil Alanina ——

tii-Gster.

t
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METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Estos métodos estin basados en las diferepcias de ab-
sorcidn de la enzima, sustrato y los productos de la hidrblisis,
¥ la longitud de onda seleccionada.

En las determinaciones Espectrofotométricas en las —--
cuales se usa el rango ultravioleta, los sustratos usados son -
loz aromf&ticosz. Para este tipo de determinacidn se emplea un es
pectro con graficador y un adaptador para mantener la temperatn
ra constante deﬁtro de las celdas donde se verifica la reaccidn.
El sustrato de eleccibn se disuelve en solucidn amortiguadora —
de 0.10M [ 7.8 el cual contiene Cacl2 0.I.M. se pone la epzi-
ma2 disuelta en HCL 0.001 M a una concentacidn de 1 mg/ML. Ini--
cialmente tomar la lectura de la absorbancia sin la enzima y en
el momento de agregar ésta se toma como tiempo cero. Siguiendo
el curso de la reaccibn se registran las diferencias de absor—~
bancia a 256 nit. vada 307' por un lapso de 5°'.

Para calcular las Unidades de enzima presente, sbls -~
es necegario graficar las absorbancias contra el tiempo, tomzz--
do solo en cuenta los puntos de- la recta. Al restar la absorkzin
cia mayor de la menor, tenemos la absorbancia gue dividida peor
el tiempo una constante y la concentracidn de la enzima, tene——
mos las unidades de la enzima.

Los sustratos mis conumnente usados para los rapgos =
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ultravioleta scon: N _Benzoil-L Tircsina Ester (BTER), K-Benzilo-
xXicar binol-L Tirosina p-Nitro Fernil Ester !{1.;2 X i0'3 o/ n) .

L-Tirosina Etil BEster {TEE), N, Acetil-L-Tirosing e——
Etil Ester, Cabobenzexi L Tirosina Etil Ester, L-Penil Alanina
Ester, Acetil-L-Fenil Alanina E+il Ester.

Determinacidn Espectrofotomdtrica por Métodos Colori-

métricos: Este esta kasado en la formacidn de un compuesto colo
rido gue es cuantificzdo, determinando la absorbancia en el rap
go del visible. La formacidn de este compusesto colorido es el -
resultado de la reaccidn de los productos de hidrblisis origina
dos por la enzima y del compuestc crombgenc. Para esta determi—
nacibn se sigue el curso de la rezaccibdn enzimdtica en las cel--
das de reaccibn, en las cuales se ha colocado el sustrato de «=—
eleccibn disuelto en el Buffer, lz solucidn de la enzima y el -
compuesto crombgeno. Como sustrato tenemos el N-Benzoil-D1 Fe-—
nil Alanina Beta Naftil Ester, el resultado de la hidrblsis es
el Diorto Anisida Tetrazolizado cua es crombgeno, resultando -
el compuesto colorido el cual es extraido con acetato de etilo
y determinado colorimStricamente.

Hay un méteds manomdtrico para la determinaci®a de 1z
actividad esterasa de la Quimotripsina, el cual estl basado en
diferenciz del volumen producidc por el incremento de €O, Pro-

B

veniente del Carbonatec al ensayc s realizado en recipientes ef

S

peciales on el oual cocuentra el sushrato gue para este fin ec

-
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s

= concentza

L~r2nil Alanina BEtil Ester Clorhidratos {FER}, an

g

ciZfn de 0.025 M conteniende una solucidn de bicarbocrato de so--
dic $.042 M m8s la solucidn de la enzima, la cual es agregada -
ccn micropipeta, controlapdo la temperatura y el tiempo. La ve—
Ic>idad de evolucidn del Cop es proporcional a la concentracifn
de 7‘_3 enzima.

Determinaciones Espectrofotomé&tricas utilizando el ——
rargo visible: Lia alfa guimctripsina cataliza la hidrblisis &=
K 21fa Acetil Triptdfano Ester (S), el cual es usado como un ~—
nuavo sustrato cromogénico. La hidrdlisis del sustrato es cuan~—
tificada por un procedimiento colorimétrico, determinando la 2%
roancia m&xzima & 352 nm. por la kransformacidn del ester al -
correspondiente &cido. Parz este tipo de cuantificacidn la coz—
centracidn del sustrato es de 0.05-0.001 M y de la enzima de ——
0.C0001~0,0000001L M a uh rH de 8; uno de los compuestos mis usx
des es Metil-IMetil ~ 3,4 ~ Dihidre Carbolina-3 Carbhowilato {=z
un derivado de Beta Carbolina).

Erlanger (92.18), introducs N-Gluteril-Fenilanina=fi--—

trcanilina ( l-GPYA) , un hvevo sustrato. En la celda de reacci?

r 3 7.6. Para detenss

Py

se pone el sustrato y la enzima en buffe
la zeaccibn se usa Acido Tricloro Acético., EL1 resultado de la -
hidrdlisis es la liberacidn de Nitroanilida, la cual es de un —
color amarillo v es determinado colorim@tricamente, determina-—

do su aximo de absorcitn,.
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Reciazistente s= Zan encontrads gue
son hidrolizados por la guimotripsina {30} . EL Benzoil-Tirosina
ticgbenzil éster. a2 hidrdlisis es determinada por la liberacidn
de benzil mercapizno gue rezcciona directamente con 5.5' Ditio-—
les (2-ac Nitrchenzoico) formando un compuesto colorido y deter-
minando su absorkancia a 410 mn. (Bs un compuesto cromogénico) .
E1l Tickenzil es un compuests mucho m&s estable hacia la hidrdli-
sis a g alcalincs. En la celda se coloca la solucidn buffer —-——
Tris a H 7.8 el sustrato disuelto en Acetona més el reactivo —~
5.5 =Diotibis {2-Ac Nitrchenzoice), 1la solucidn de Quimotripsi-
na 6.5 ml., (1.36 = 1073 mg3). La ceida es colocada a temperatu

ra de 30°C siguiendo el curss de la reaccidn por un tiempo deter

minado.



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMEDASE DE L& QUINOTRIPSIN

En la determinacibn de la actividad Amidasa, hay méto
dos basados enr la titulacién &cido-basica, mé&todos Espectrofoto
métricos y los Fluorogénicos.

L.os m&todos de las titulaciones &cido—-base, estén ks~
sados en la liberacidn del Amoniaco, producto de l= hidrdlisis
del sustrato v la‘ enzima, el Amoniaco liberado es titulado cox
ECL 0.0IN, usando como indicador una gota de tashiro.

El procedimiento es muy sencillo: Ep una cé&mara espe—
cial, se colocan cantidades iguales de Enzima y Sustrato gue pz
ra este caso es la glicil-Fenil Alaninamida y Acetil Tirosamida,
en solucidn amortiguadora a 25°C, y un blanco. Se debe tomar ez
cuenta gque 0.0l ml. de HCL corresponde a 1 de la hidrdlisis.

Dentro de los M&todos Espectrofotométricos: tenemos 2
los métodos colorim@tricos. La Quimotripsina cataliza la hidr&—
lisis de las formas ciclohidratas de N-Acetil triptofano Amids
(5) la cual es usada comc un nuevo sustrato cromogenico, la hi-
drblisis del sustrato es determinada cuantificzndo la absorbar—-
cia méxima a 353 mn. siendo la concentracibn del sustrato de —
U.001=~0. 0000018 y la concentyacidn de 1z enzima ez $5.0001M 2 —
0.000000IM & un o de 8 y a 25°C.,

Las nitroanilidas han sido usadas como sustratos cro—-
mogénicos, para la actividad Amidasa de 1a Quimotripsina: ejex.

La Glutaril Fenilalanina-¥itroanilida.
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MEtodos Fiuorogénicrss: Se usa un sustrato sromogénico
para determinar Iz actividad &midasa (44,45) siendo 7-Glutaril
Fenil Alaninamids—-a-Metil Crxz=zrina, con Iz consecuentes libera——
cidn de 7-Aminc~-28etil Cumaric=, 1la cual ez determinada fluoro—
métricamente usandoc tan solo 0.5 Mg/ml. G2 un pH de 8. E1 sus-——
trato es especifico para Quimctripsina, pussto gque no es hidro—
lizado por la Tripsina.

Las Amidas derivadas de la Cumarina son {itiles ya gue
los derivados de Ia hidrdlisis son compuestos fluorecentes..

Procedinmiento: el ensayo se lleva a cabo conteniendo
el Sustrato 0.02 ¥ en buffer Txis a un 2 de 8 el cuzl contiene
cac12 siendo el wvolumen final de 1 ml. de 1a concentracidn de =
la enzima que es de 0.5 mcg/mi., la reaccifz es de I-3'. La ———
Fluorecencia del 7-Amino-4-Metil cumarina es registrada conti--
nuamente usando un espectroflurcometro con enisibn a 380 y 460 -
nm. E1 instromento =5 estandsrizado diarizrente tal gue 1.35 ——
mcg. de solucibn de Sulfato de Quinina en £cido sulffirico 0.1 4
den upa Unidad de Fluorecenciz relativa.

El uso de Sustrates sintéticos proporcionan rejores -~
resultados en comparacidn con ios naturales, puesto gue en los
sintéticos sblo hay un enlace suceptible de atacar la enzima -~
pox lo gue, se tormazn altamente especifices, sero se dere tener
cuidade en la eleccidn del sustrazto ya que algunos son RAdroli-

zados por la Tripsino v Quimetrizsing, com> zor ejemplo: T Ben

[
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fede

I-L,~-Argininz metil ester es especifico para tripsina pero, —--—

Zo

tambis&n es suceptible a la hidrdlisis de (delta) Quimotripsina.
El uso de Sustratos Sintéticos es muy GtiX cuando se —

reguiere copccer el grado de contaminacidn con alguna otra enzi-

e

USOS DE QUIMOTRIPSINA:

En 12 actualidad dentro de la Industria Farmacéutica -
presenta una gran aplicacibn, es dificil encontrarla en forma in
dividual, la nayoria de las presentaciones se encuentra unida a
otras enzimas principalmente a' la Tripsina y Ribonucleasa, encon
tréndose también conbinada con algunos Antibibdticos, sobre todo
con la Tetraciclina, Ampicilina, Clorafenicol, etc.

La Quimotripsina se ha usado con éxito en los procesos
bromeoneumdnicos del infante (31). Esto se ha demostrado usando
dos grupos de pacientes: B} Grupo uno el cuwal es tratado con Qui
motzripsina inyectable en &5sis pedidtrica cada 1Z hrs., B) Gru—--—
po dos al cual no es aplicada la Quimotripsina, ambos grupcs son
tratados con el procedimiento normal para la bronconeumonia con—
sistente en la aplicacidn del antibibtico de eleccidn (penicili-
na sbdica) un arbiente himedo v control de la temperatura por me
dios fisicos.

Resultado: hay una disminucidn del tiempo de duraciia

de la enfermedad en nua 3¢ del grupe tratado con Quimotripsirz.
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mejor dicho, la evolucidn en el tratamiento de la enfermedad es
més ripida vy mejor en el grupo tratado con Quimotripsina.

La forma de actuar de la Quimatriésina en estos proce
scs es de la siguiente forma: cuando el agente causante de la -
Bronconeumonia (microorganismos, agentes téxicos) llega al al--
veolo produce una inflamacidn con el consecuente exudado, con--—
gestibn sanguinea e invalidéz del &rea inflamada. .2 Quimotrip-—
sina inhibe la formacidn de la fibrina lo que permite el egreso
del exudado liguido celular al interior del vaso. Concluyéndose,
gque la Quimotripsina es Gtil como coadyuvante en el Eratamiento
de los procesos Bronconeumdnicos.

Bl uso de Quimotripsina combinada con un antibidtico
es Gtil en el tratamiento de las infecciones de caracter urolsé-
gico {39) us@ndose con exito en los procesos agudos y crdnicos.
Se realizaron estudios cliﬁicos usando la asocizcidn Quimotrip—
sina Clorhidrato de Teatraciclina, con el objeto de valorar lecs
efectos en los tratamientos de cuadros patoldgicos de carictex
uroldgico, realizéndose el estudio en pacientes con infeccidn -
urinaria, pacientes que han sufrido intervencibn Quirfirgica urc
légica pacientes que presentan una grave Bacteriuria crbnica re
sistente a la mayor parate de los antibidticos de uso frecuentc.

ELl producto es suministrado en db8sis de 4 ciZpsulas ——

diarias por un periddo de 15 dias. Durante el periddo del traia

¥

¥

miento,los pacientes no presentan intolerancia o femfrenos cel

!



Py

terales. Concluyéndose que 13 asgciacidn Actibidtico-2En=ima per
mite obtener resulitados ripides y vdlidos er los casos de tera-
pia antiflogistica ¥ antibacteriana en afecciones de tipo urold
gico.

En Mé&xico se realizaron estudiocs en las infececiones -~
pélvico genitales, usando un tratamiento en base a la asocia———
cidn Antibiotico Enzima (13) , observandose mejores resultados —
usando este tratamiento con respecto al normal, éste consiste -
solamente en la administracidn del antibidtico, perc después --
del tratamiento aparece una secuela inerente a la inflamacibn, -
la cual, puede provocar problemas como es la esterilidad prima-
ria o secundaria, exbarazos ectdpicos v la utilizacitn de Quimo
tripsina disminuye 12 posibilidad de estas secuelas posteriores.

Con la asociacibn Antikiotico-Quirmokripsina permite -
sanar los procesos infecciosos integramente, yva que actfia sobre
los gérmenes y la infeccibn.

Se realizaron estudics en pacientes con infecciones ~
pélvico genitales, administrando cipsulas cada 6 hrs. contenien
dos

Clorhidrato de TetraciclinfGesccessasess 125 mg.

AC' citrica o6 e B o0 a8 66 mg.
Tripsina seresarnasse 20.2 mg.
Quimotripsina ssesswuanase B.45 mg.

Riboai‘lCleﬁsa LR AR S IR B GOS m‘:—;.



Senecz ¥ Dser oplnan gue lu dbsoxoifn de la tetracicli
na a través del tzxacto intestinal aumente cuando se asocian las
enzimas, por lo tantc el antibiftico present= mayores niveles --
sanguiness, La riboapucleasa cogiribuye a la actividad antiinfla-
matoria. Bl dcide citrico segin Welch v Cols, favorece la absor—
cibn intestinal del antibibdticeo hasta en un 1004 permitiendo al-
tas concentraciones sanguineas del mismo, con lo cual disminuye
la posibkbilidad de creacidn de resistencia cel f£armaco por parte
del gérmen causante. La alta incidencia de Ios &xritos obtenidos
permite concluir gmne es efectiva la sinergiza de los férmacos usa
dos, siendo por lo tanto recomendados en las infecciones gineco-
1bgicas.

La asociaciﬁnwAntibiético%Enzima proporciona una actki-
vidad terapéutica antibacteriana y antiflogistica, aprovechéndo—-

se el hecho de gue la Quimotripsima desarrolla su accibn antiflo

_gistica en el organismo sin interferir on lz capacidad de defen~

sa del organismo comno hacen otros productos antiflogisticos.
Otra de lac wventajas de 1z asociacidn, es la disminu-—
cibn de los efectos tdxicos-alérgicos y Bicl&gzicos, debidos a ~—
los antikidticos suministrados en dbsis reducidas.
Una ventaja mis de estz asociacidn es que, en los pro-
cesos infecciosos el paciente presenta un exudado muy elevado, -
por lo guz es dificil iz aceidn del ankibidtico v en la asocia——

cibn 1z eazima interviene lisande 1as chpsulae Fibrinc-Furnlen--
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tasg, permitiendn Ja accibn del antibifitico.

Prueter y sus colaboradores trataron 60 pacientes con
supuraciones cr@nicas y agudas con Quimotripsina disuelta en so
Iucidn amortiguadora o en gal de carboximetil celulosa al 4.5%.
La solucidn es zplicada dirsctamente en 1a herida. La superfi~-
cie de la herida gueda likre de la pus y tejido necr&tico den—-—
£rc de las 48 72 hrs. y Gleceras profundas en cerca de 5 dias.

Hay muchas teorias con respecto a la forma de accidn
en los procesoz de inflamacidn.

Altrei & opina gue la acclidn antiflogistica de la Qui
motripsina consiste en un antagonismo hacia las Quininas vasoac
tivas como la bradiguinina gue son consideradas las respongam——
bles de la persistencia de las alteraciones circulatorias del -
tejido inflamado.

Innerfield sostiene gue la accidn antiinflamatoria de
la Quimotripsina esta determinada por la despolarizacidn de las
moléculas proteicas de pescs moleculares altos por 1a reducecidn
de la viscocidad de los flunidos encapsulados v de los produckes
de secrecibn. En un proceso de inflamacidn hay exudado, conges-—
tidn sanguinea e invalidéz del &drea inflamada. Al llegar la gui
motripsina al sitio de la inflamacidn, inhibke la formacidn de -
fibrina la que peraite'el raegraso del exudado liguido vy celular

al ianterior del vaso disminuyendo la presidp oncotica intercti-

-

“

cal gue antes comprimia a los vasos.
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En Iz reduccifz de la visceridad sucede gue la Quimo—

tripsina actfiz scbre las zroteinas integras segmenténdolas has-—

ta Aminodcidos, disminuyendo por lo tanto la viscocidad del exwu

2
L]

éado y favorsciéndo la zIsorcidn



PROPIEDADES DE TRIPSING

La Tripsina se presenta en formz gde polve cristalinoc

o polwo amorfo, de color blance o blanco amarillento con olor ~

caracteristico.

Pureza: Contiene no menos de 2500 UNF/mg

Solubilidad: Completamente soluble en agua y solucibn

£y

salina.
Humedad: Siguiendo el método de secado al vacio a 60°C
durante 4 horas, contiene no mis del 5s.

Residuo de la Ignicibn: No mis del 2. 5%

Punto Isceléctrico: Determinado por el método de la -

velocidad de migracidn de las pax

ticulas de colodibn sumergidas I=as

soluciones de enzima a diferentes

i, para la Tripsina es de 11 y -

para el Tripsinbdgeno de’ 2,3

Coeficiente de Difusidn: Determinado en solucidn szZa

rada de sulfato de —agnesios
es de 0.020 + 0.00% cmy/diz a
5°C.

Pezso molecular: Es aproximadamente de 24003.0

Estabilidad: Presenta un g de rixima estakilidad <=2

3, si=ndo conservadas sus scluzionec =
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bajas texrceraturas sin pérdida de la ac
tividad,
Lia inactivacibn de la Tripsina depende de variocs fac~

ores, CComo son la temperatura, ., concentracidn y pureza de -

e

la solucitn, esta insctivacién es reversible e irreversikle. La
reversible es causada por la elevaciones de la temperatura arri
ba de 7¢°C © en soluciones fuertemente alezalinas por un tiempo
muy corko, el efecto es instantfipeo; esta pérdida de la activi-
dad es aconpafiada por la presencia de proteina desnaturalizada,
la cual presenta propiedades fisicas diferentes a la original,
como por ejemplo la proteina desnaturalizada es insoldble‘en so
lucicnes de sal a g8 = 2 (la prcteina original es soluble en es
tas condiciones).

La inactivacidn Irreversible es causada por la eleva-
cibn de la temperatura y la exposicibn de tiempo. Prolongando -
esta inactivacidn taxbién es causada por la presencia de sustan
cias desnaturalizantes como la UGrea a una concentracidn de 4 M.

La adicifn de iones Calcio a las soluciones de Tripsi
na previenen ¢ retardan la autoclisis. Este efecto estabilizante
es acompafiado por un cambio conformacicnal en la molécula de la
tripsina inducida por los iomes Calcio dando como resultado una

molécula més compacta.
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.OBTEXCION DE TRIDSINA

La mayoria de lcos métodos reportados, estan basados -
en extracciones de productos naturales v postericrmente una ac-
tivacibn y finalmente precipitaciones fraccionadas con sulfato

-

de amonio para su purificacidn.

-

Las diferentes Industrias gue obtiener la tripsina, -
siguen el método tradicional de Kunitz y Noxrthrop, los cuales -
fuexron los gue inhicialmente la aislarbn en forma pura. Estas In
dustrias realizan algunas modificaciones en las técnicas origi-
nales, para obtener mejcres rendimientos.

Lia principal fuente de obtencibn es el péncreas, en =
el cual est& en forma inactiva, siendo posteriormente activada
en el intestino por una enzima la enteroquinasa. Activada la ——
tripsina es como realiza las diferentes funciones en el organis
mO.

Lcs diferentes estudios de obtencidn fu=rbn realizz—-
3os en péncreas de diferentes animales tales como; res, cerdo,
caballo, saimbn, pollo, tiburtn pecuefio etc., Todos estos estu——
dios fuerbn & nivel de laboratorio. Para fihes Zndustriales es
mas practico txabajar con pAncreas bovino y porcino siendo en -
México mas £8cil conseguir estos {ltimos.

EI pancreas hovino es chtenido directamente de lcs 1lu

gares donde son sacrificados los animdles, como por ejemplc 1a



42

central de Abastos. En estos lugares los animales son sacrifica-
dos se‘leccicnénﬁése las visceras usadas en las diferentes incus-
trias que las soliciten, &stas son inmediatamente refrigeradas -
para eliminar toda la grasa y dem&s tejidos y y& en esta forma -
ser envasadas en cajas especiales para ser congeladas para poste
riormente ser distribuidas en las diferentes industrias gue las
soliciten.

En el proceso de exi:racciﬁn de la Pripsina se siguen -

varias etapas, gue son:

1l.- EXTRACCION DEL TRIPSINOGENO
2.- PURIFICACION DEL TRIPSINOGENO
3.~ ACTIVACION DEL TRIPSINOGENO

4.—- PURIFICACION DE TRIPSINA

1.~ EXTRACCION DEIL TRIPSINOGENG

Como fue mencionado anteriormente, la Tripsina se en-
cuentra en 7e3’. Péncre.as en forma inactiva, llamada Tripsinbge=o,
por consiguiente la primera etapa es la extraccidn de éste.

El tripsinbgeno es una proteina con caracteristiczz -~
propias de &sta, usindose las constantes fisicas del zimdgenss —
para el proceso de extraccibn.

E1l p&ncreas para facilitar la extraccifdn se debe s=—-—
contrar en forma fina, logrindose esto usando la carne molicz,

el cual es logrado usando uwn molino de carne normal. Una vez en
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esta forma es necesario romger la célula, para dejar en libertad
al zimdgeno. Para lograr esto {iltimo se conocen varios métodes -
como son: Agitacibfn a altas velocidades cop cuentas de vidrio, -
moliendo el péncreas con arena, oscilaciones ultrasbnicas, con--
gelamiento y descongelamiento, tratamientos con solventes tales
como acetona, tolueno o la lLisis por medio de una enzima. De to
dos los métodos mencionados el mfAs recomendado por prictico es
la agitacibn constante con la adicibn de tolueno.

Una vez gue el zimbgeno se encuentra en solucibn, es =
necesario el ajuste del pH, el cual es logrado por la adicidn de
dcido acético o acido sulfGrico 0.25 N, Este pH debe ser aquel ~
en el cual las proteinas gue interesan extraer sean solubles ¥ -
estables. Otra variable que se controla en esta etapa es la tex-
peratura que debe de sexr baja, para proteger las propiedades de
las proteinas presentes v ademds favorecer la solubilidad, este
ajuste de la temperatura es logrado poxr el uso de tangues de zzz
ro inoxidable con chagueta por la cual circula un liguido fric,
como por ejemplo: el agua salmuera.

El egquipo y material usado en esta etapa son: Tangue:

de acero inoxidable c¢on chagueta provistos de agitadores mec&ri~

cos, homba de retrcalimentacidn, charclas de acero inoxidable =2
lino de carne, prensa mec&nica centrifuga, evaporador, bomba <=
vacio, torre de enfriamiento, refrigerador, congelador péncrears

dcido sulfirico 0.25 N, &cido acético vy tolueno.
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Breve descripcidn del proceso:

Ei.pxoceéimiento es el tradicional usado por Kunitz y
NWorthrop {138) con 1z variante de usar el pfncreas congelads en
lugar del fresco, puesto gue en ia Tltima forma es dificil conse
guirlo. EX p8ncreas == colocado en las charolas de acero inoxi-
dable, suzergiéndolo completamente en el &cido sulfirico ¥y Ge--
jé&ndolo descongelar en una forma patural, evitando los procedi~
mientos artificiales como son el uso de la&mparas. Después de ——
transcurrido el tiempo necesaric para el descongelamiento se —=
procede a la eliminacidn de la grasa y tejido conjuntivo gue es
t8 presente en el Péncreas, posteriormente la carne es pésada -
a través del molino de carne para obtener una forma més £ina de
&sta.

1 pancreas molido es colocado en el tangue de acero
inoxidable, suspendi&ndolo en agua usando aproximadamente 1.7 ~
1/kg. de carne, ajustfndose el rH a 4.2 con 8cido acético o sul
frico Este ajuste de @ debe realizarse cada 15 o 30 minutos -
por 4 horas. {el tierpo de extraccidn se verifica dependiendo -
de los resultados obtenidos en los desechos) controléndoss la -~
temperatura entre 2 v 4°C manteniendo alternada agitacibn con -
tiempo de reposo adicionindose tolueno altangue de extraccidn.

E1l éxito de la extraccidn depznde de variables como ~
son la terperatura, @ ¥y agitacidn, por lo tanto es necesario -

-

mankener constantes estos fackores.
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“Transcurridc el tiempo necesaric de extraccidn, elimi
nar todo el material insoluble presente, 8sto es logrado hacien
do pasar la suspensidn 2 través de una prensz mecdnica, la cual
tiene propiamente dos funciones: &} Eliminar el material insoclu
ble, h) Extraer al m8xico las proteinas de iz carne. Posterior-
mente la suspensidn es nsatff.a a través de un= centrifuga para —
ayudar a la eliminacidz total del material insoluble, cobtenién-
dose un liguido mé&s claro.

Fir:almgnte ge pasa a la eliminacidn del exceso de ———
agua, puesto gue es mds fAclil trabajar con peguefios volGmenes.
Esta eliminacidn se realiza en un evaporader con la ayuda de ——
una bomba de vacio vy un sistema de enfriamiento. EL liguido ob-
tenido en la etapa anterior es colocado en el recipiente adecta
do y por medio de vapor es llevado a 38°C usando vacio para con
trolar la temperatura de ebullicifin, Normalmente la eliminacisn
del agua es del 504 del volumen total.

Hasta esta etzpa del proceso se han extraildo simalisd-
neamente el Tripsinbgeno y Quimotripsinbgeno, por lo tanto, Ia

siguiente etapa es la purificacibsn del Tripsinbgeno.

2.~ PURIFICECION DEL TRIPSINOGEND

Lz purifiocacifin del Tripsindgeno esté basada en lz —
precipitacidn fraccionada con sales neutras, estas sales actlzan

por medio de la descarga de la partficula v de la deshidrataciZa

a

de la capa gue envuelve a la proteina. BEnktre lo més cox@én terzs-~
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mos al Swifato de Amcnio, el cual es usado por su alts sélubii_._:'_":
dad ex agua cercama & 760 g/I, a 20°C. Otras de las sales usadas
sof MoST, y Nayse 4’ estas sales son consideradas como agentes —
precipitantes v tiemen la ventaja adicional de estabilirar a ~-
las proteinas en solucibn, impidiendo la desnaturalizacidn.
HEsta precipitacibn se explica de la sigquiente forma:
El Tripsinbgenc es una protefina, por consiguiente os una molécu
la de gran tamalfio v caen dentro de log limites del sistama co-—
loidsl. Esta proteina presenta carga eléctrica proveniente de —
los rasiduos de los amino&cidos gue la componen, los radicéles
laterales y los de los grupos libres de Amino y Carboxilc en ——
los extremos de la cadena del polipéptido. Estas cargas eléctri
cas de acuerdo con el pH de la sclucidn presentan una carga ne—
ta pecsitiva o negativa; bajo esta forma las proteinas permane—
cen en solucidn por repulsidn entre las particulas, ya gue pre-
sentan la misma carga permitiendo gue el sistema permanezca es—
table. Cuando se utiliza el punto isoeléctrico de la proteina -~
la repulsidn entre las particulas estd al minimo, por lo tanto
kain estas condiciones se pueden precipitar con mayor facilidad.
Adem&s las proteinas presentan marcadas caracteristicas hidroff
licas per lo que siempre estdn rodeadas de una molécula de aguz
y por lo tanto el fenbmeno de precipitacibn va aunado al de la

deshidratacibdn.

{n

Las proteinas son precipitadas por grandes cantidade
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de electzsiitre, siendo debida a 1la e?1m1nac105 de la capa pro-
tectora Se agua y la carga eléctrica gue mantiene a la proteina
en solucifn en los cuales se regquleren grandes cantidades de —-
electrolitc por que &ste entra en competencia con el agua gue -
rodea a Iz proteina y con el excesc reemplaza a2l agua gque rodea

-

a la particula.

Breve descripcibn del método de purificacibn del Tripsinbdgeno:

La cl&sica purificacidn del Tripsindgeno es realizada
por el m&tedo tradicional de Kunitz y Northrop {19.32) utilizén
do una precipitacidn con sulfato de amonio.

En esta etaps, el equipo ¥y materiales necesarios es -
el siguisxte: Tangnes de acero inoxidable, papel filtro y sul-
fato de amonio.

De la extracceibn &cida obitenida en la etapa anterior,
agregar 242 g/1 de sulfato de amonio (0.4 de =saturacibn) ajus—-
t&ndose el i a 4.2 y agiténdose vigorosamente para solubilizar
toda la sal y evitar el exceso loczal de la misma. L)a mezcla es
filtradz a través de papel £iltro a 5°C y al filtrado resultan-
te e le agregan 230 ¢/l de suifato de amonio, agitando vigoro-
samente v dejando en reposo por dos dias a 5°C, después de este
tiempo Ciltrar v el precipitado oktenido es disuelto en tres vo
larenes de aguwa y dos volimenes de solucifn saturada de sulfato
de amdnio, la solucidn resultanke es filtrada con ayuda de celi

te, al filtrado regsultante se le agregan 205 of/L de sulfato de
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amonic lentamente; filtrar v el precipitads es usado pzra la pu
rificacidn del T ripsindgeno.

E1l precipitado obtenido es diszelto en 1.5 volGmenes
de agua y 0.5 volfizenes de selucifn saturada de sulfato de amo—
niOW,Rjustar el I a 5 por la adicidn de N=0H I gota {esta fa-
se es importante el ajuste del El, va gus ﬁe‘él deperde la sepa
racidn de las proteinas presenteé). L;a solucibn se deia por dos

dias a 20 - 25°C, después de este tiemp>s se filtra y en el fil-

trado se encuentra el tripsinfgeno.

CRISTALIZACION DEL TRIPSINCGENC .

E1 £iltrado obtenido en el paso anterior es ajustado
a g 3 por la adicidn de &cido sulffirico I vy agregando 304 o/L
de sulfato de amonio. Filtrar, v el precipitado cbtenido es di~
suelto en tres vollmenes de agua v dos volfmenes de solucibn sz
turada de sulfato de amonio. L.a mezcla es filtrada con la ayuda

de vacio y el precipitado es lavado con sulfato de amonio 0.4 -
4

3

de saturacidbn v siendo descariado. &1 £iltrado se le agrega un

voinmen de solucibn saturada de sulfato de amonio, filtrar con

ayuda de vacio y el precipitado obtenido es lavado con unad sSCLz

oifin de sulfato de magnesio disueltc en &cido sulfarico 0.02 .

ELl precipitado obtenido es el TripsinSgeno crudo =1 cual es naa

Lz acsivacifn es un prozess por madio del cual el —--
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Tripsindgeno es convertids a Tripsinz, Sste es un procesc pIZo—
tezolitico realizado por la misma Tripsina 6 la enteroguinasa &
la qguinzsa de un hongo del género penicilium (2}.

Los primeros trabajos relacionados a lz activacidn —
del zimdgeno fueron descritos por Kunitz y Northrop (33) usan-

-

do como agente activador & la entercguinasa exXtrx ida del ducde
no del cérdo, esta enzima presenta su rango de aceidn a pH 6-9
bajo estas condiciones la entercquinasa act@ia schre el tripsi-
ndgeno formindose pequefias cantidades de Tripsinz, la cual es-
ia que interviene finalmente en la activacidén. Eunitz y Northrop
cbservaron dque durante el proceso de activacién es formada prg
teina inerte, la cual no es transformada a proteina activa por
algunos de los activadores. Lia formacidn de esta proteina imex
+e es minimizada trabajandc a un pH mds baja de 5.5 -6°C agre-
gando al tanque de activacién iones de Calcio y ajustdndo el -
28 a §. La autbiisis de la Tripsinz es minimizada usando solu-
ciones diluidas de Tripsindgeno y empleando terperaturas no £
vores de 5°C.

En el proceso de activacién hay liberzcidén o remscisn
de péptidos de su sitioc original del Tripsinfgerns (8.34) el —-
cual @s demostrado tomande muestras durante esSte proceso y oI
prandolas con patrones de Tripsina y Tripsindgeno puros con ~--—
cremategrafia. Hay evidencias de la liberacidn de un hexapéz=i

do con la siguiente estrvetura Val-{osp) 4~lis el cual es £zz-
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nade poxr la ruptura del enlace Lisinag - Esoleucina de la pe--~

gifn N-terminal de lz modecula.

Breve Descripelidn del proceso de activacifin

Se realizz de acuerdo con el método tradicioznal en Ku
nitz ¥ Northrop (22) en el cual usaron tripzindgeno, el cual es
activado con entercguinasa o tripsina obteniéndose la enzima en
forma activa, Mac Dopald y Xunitz (28) observaron que con el mé
todo anterior la pxoﬁuccién‘ de epnzima activa era muy escasa por
lo tanto introdujeron iones de calcio a la mezcla de activacidn
para mejorar la produccidn, El método consiste en lo siguiente:
el tripsinbgenc crude es disuelitoc en cuatro volGmenes de &cido
clorhidrico 0,008, esta solucidn es agregada a dos volimenes —
de cloruro de calcio previamente enfriado ¥ 5 volimenes de clo—
ruro ae calcio previamente enfriado por 24 hrs. En el cuarto --
frio. Lasolucibn es filtrada v el precipitadoc es desechado, el
filtrado es ajustado 2 H 3 con Zcido sulflGrice =, posteriocr—-—
mente se le agregan 242 g/l de sulfatc de arcnio (0.4 de satu——
racifn) dejéndose la mezecla en el cuarto f£ris durante dos dias,
obteniéndose cristales de sulfato de calcio gue son eliminados
por filtracibn v el £filtrade es llevado a 8.7 de gaturacibn poxr
adicibn de 205 g/I. de sulfato de amonio y £iltrdndose con vacic.

El filtrado es deshechadso y el precipitadeo disuelio en tres ve-

[N

-

lfwmenes de agua destilade v la Tripsina os reprecipitadn por 1
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adieifn lenta dz sulfato de amonio en solucidn saturada gota =
gota, agitdndola éanstantememte. La mezcla es filtrada y el pre
cipitado es lavado con sulfato de magnesic en &cido sulfGrico =
0.02% para remover el excesc de sulfato Se amonio.

El precipitado es disunelto en buffer de boratos H ©
en bafic de hiels, apareciendo inmediatamente finas agujas de —-
Tripsina, esta mezcla se deja reposar durante 24 hrs, Bn el ———
cuarto £rio, despuds de las cmales es filtrada v los cristales
obtenidos son lavados con sulfzato de magnesio en buffer de bora
tos & 8. El,licér madre y 1os lavados de cristalizacidon de ===
tripsina y el precipitado semiseco es disuelto en &cido sulfari

co 0.024, evit&ndose la formacidn de espuma y filtrado por va-—

cio y lavé&ndose posteriormente.

4.— PURIFICACION DE TRIPSINA

La purificacibn de la Tripsina es con el objeto de in

crementar la actividad especifica, stz haja debido a algunas -
impurezas y se eleva a un m&ximo valor por repetidas recrestall
zaciones. La purificacibn taxbién puede sexr llevada a cabo por
afinidad cromatogré&fica schre fenil butil amina safarosa y ber-
zamidina celulesa {16) . La pureza de la tripsina es comprobadsz
utilizando péptidos especificos para determinar su actividad.

Otro mdtodo de purificacidn es la diflisis, la cual -

¢s un procedimiento utilizada para purificar la tripsina por .=

’Q

remocidn o intercambio de contaminantes de bajo peso moleculzz,



m
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para este nrgceﬂ;r:ento hay gue tomar en cuenta la nztwaleza -
de la membrang de dialisis v su seleciividad, lo gue significa
su habilidad para pemmitir =X libre flujo al exteriocr Ze 1los ~-

-

contaninantes mientras gus retiene todos los contampinactes de -

-

alto peso moleculzr. Las mesbranas de dlalisis estén en la for-
ma de un film delgado de sustancias altamente D011;53~Z§@35 las
cuales en presencia de solvente se hinchan para formsr an tamiz
molecular cuyos poros permiten el paso del scluto de bajo peso
molecular, reteniendo el paso de las proteinas; estas merbranas
son guimicamente inertes v sin cargas siendo usadas membranas -
de animales, coloidones y coloides depositados en marmita poro-
sa v polietilenc.

La diglisis es esencialmente un proceso de difusidn —

gontralada y por lo tanto, para dializar grandes volimenes es

recomendable usar 1z diflisis contra corriente.
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NALISIS DE TRIPSINA

o
F‘—)

¥

El anflisis de la tripsina esté basadc en la determi-

nacidn de los productos de reaccidn obtenidos como resultado de

==

la actividad enzimftica de la Tripsina y el sustrado de elec—-
<idn, Estas determinacicnes son realizadas per wmétodos espectro
Ffotom&tricos v potenciom@tricos.

Loz sustratos usados para el an8lisis de la tripsina
son los naturales y los sintéticos:; dentro de los de origen na—
tural se encuentran las proteinas, como por ejemplo: la caseina
v la hemoglcbina, é&stas proteinas son desnaturalizadas prewvia—-
mente v en esta forma son usadas para la reaccidn enzimdtica.

La caseina es despmaturalizada en hafic hirviente por -
2537, la solucidn de caseina desnaturalizada { X))} es puesta a —~~-
reaccionar con la tripsina a 37°C por 20', después de transcu~-
rrido el tiempo, la reaccidn es deﬁenida con &cido tricoloroacé
tico al 5% precipitfndose la proteinz gue no £uwe digerida por -

Iz enzinpa. La suspensidn es filtrada v en el filtrado se encuen

el producto de la reaccibn el cual es determinado especkro—

ﬂ’

H)

otométricamente a 280 nm, Los valores obtenidos son interpola-

dos en una curva standard I cua

4]
11
1=t

. . .
a3 proviamente realizada,

[ ad

3

recultado de la actividad triptica es enpresada como unidades —

mageinoliticas.

b
Ita

Otra proteina usada es la Leomoglobina, la cual es
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naturalizada cop urea, ajusténdcse el fH a 7.5 con NaDH, ponie

1

dege 2 bafio maria a 25°C por 45°. La hemoglobina desnaturaliza-
da es puesta a reaccionar con la Tripsina por 10' a 25°C. Al £i
nalizax la reaccidn enzimitica, ésta es detenida con Acido tri-
cloroacédticeo 0.3N. L.a proteina no digerida es precipitada con -
el &dcido, filtré&ndose y el filtzads obtenidec se encuentra gl --
producko de la reaceidn enzim&tica el cual =s determinado a —-—~
280 nm. También el producto de la reaccibn es determinado colo-
rimétricamente usando el reactivo fenolico de folin—~cicoulateu

el cual proporciona una reaccidn de color azfil y por lo tanto -
ésta es determinada colovimétricamente. Esta determinacidn es -
realizada como sigue: a 5 ml. del filtrado cbtenido de la reac-
cibn en zimftica con la hemoglobina, es agregada 10 ml. de ~——-—
NaOH al 1d% vy al momento de efectuar la lectura es agregado el

reactive fenolico y en un lapso no mayor de 5' leer el colorime
tro las densidades Opticas obtenidas, corrié&ndose con el blanco
respective. Los resultados obtenidos son comparados contra un -
standard de tirosina {con una copcentracidn de 8 x 10’4) v pos-—

teriormente los résultados son cxpresados en Unidades Anson.

Sustratos Sintéticos:

En la utilizacibn de sustratos sintéticos, sbGlo hay -

un enlace péptidico suceptible de atacar y por lo tanto, estos

£

-

sustratscs son wis especiiicos. Loz mis ucades son log esteres ¥

amidas de los aniannicides hisicos. Bstos sustratos presentan la



£formula general de R-CO-X donde la especifidad de la enzima es-
t& determinada por el grupo acil y el tipo de unidn suceptible
de hidrdlisis (amida, ester) la cual estd definida por la natu-
raleza de X.

L,os sustratos mis recomendados de usar son los este—-

res de los aminodcidos késicos, los cuales son mis féciles de =~
&

cuantificar los productos de la reaccidn.

a) Actividad Esterasa

La actividad esterasa de la tripsina es determinada -
por métodos potenciométricos y espectrofotoméiricos.

Método de Potencibmctros: Estos estén basados en la -

liberacidn de protones cuantificados por el cambio de pH que ~-—
producen en la cuketa de reaccidn. Estas determinaciones son --
llevadas a cabo en uh potencibfmetro, que tiene adaptado un gra-
ficador. Uséndose el método de Schwert, en un vaso provisto de

agitador mecénico, se coloca una solucibn buffer @ 7.9 agregin
dose benzoil-Li-arginina etil ester (BREE) colocéndose en un ba-
fio maria y contreclindose ia temperatura a 25°C. Por medio de --
una bureta se agreca hidrbdxido de sodio 0.IL.N. obteniéndose un

M de 8, posteriormente se agrega la sclucidn de enzimz decre~-~
ciendo el g de la solucidn v cuando llega a 7.9 se pone en mar
cha el cronbmetro, come el ! de la solucidn sigue decreciendo

se agrega hidréxido de sodic O0.XI.N. para ajustarlo constantexzn
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te el 1 & 7.9. Despuiés de 5 6 & Seterminacicres se grafican —-
ios mililitzss de hidrZuido de sodio gastados contra el tiempo,
obteniéndose una linea recta en la cnal la pendiente representa
la actividad de la enzimsz.

Otros sustratos usados en las determinacliones poten—-—

J

cicmétricas son: p-toluensulfonil-L-zrginina metil esteretil eg

ter (TSAME) bepsoil-arginina metil ester (BAME) y L-lisina-etil

ester (LEE).

Mé&todos espectrofotométricos:

Estos métodos estén basados en las diferencias de abk-
sercibn de la enzima, sustrato v los productos de la hidrblisis
enzimitica, en la longitud de onda seleccionada.

Dentro de estos métodos tenemos los gue se usan en el
rango ultraviocleta y el rango visible.

Los sustratos xmfis ampliamente usados para estos méto-
dos son: benzoil-L-arginina etil ester (BAEE) v p-toluensulfoc—
nil-L~argina metil ester {Ta¥Z), &ste Gltimo presenta una grar
selectividad para la tripsina {(la Quimctripsina no hidrolisa i

{zaMg).

Breve descripcifn del nmitonds de andlisis.

Para el anflisis se emplea solucidn buffer @M 8.1 el

cual contiene €2Cly 0.01 M, p-toluensulionil-L-orgising metil -
=3

agker (TAMD) con ana eceoncentzacibn Fimnl Je 1,04 o L7 T M. solu-
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cibn de Tripsina la cual contiene una concentracibn arriba de -
0.45 ug/ml.

Procedimiento: 3ml. de sustrato son colocados dentro
de la celdilla del espectrofotbmetro, dejar 3' para alcanzar la
temperatura de reaccidn (30°C) balancear las absorbancias de —=-
las dos celdillas a 247 nm. aﬁadir 0.1 mi. de agua a la celdi--
lla de referencia mezcléndola bien. A tiempo cero agregaxr 0.1 -
ml. de la solucidn de enzima a la celdilla de la muestra mez-—-
clédndola bien. Tomar lecturas de las diferencias de absorbancia
por un iapso de 5°'. Obteniéndose el resultado en unidades TAME,
la cual es definida como la cantidad de tripsina que cataliza -
la hidrdlisis de un micromole de TAME por minuto; asi un mg. de
tripsina es igual a 247 unidédeS'TAME.

Los Nitrofenil esteres son otros de los sustratos usa
dos en el anflisis de la tripsina por métodos espectrofotométri
cos de los mds ukilizados tenemos el p-nitrofenil N-benziloxi—-~
carbonil~L~lisinato clorhidrato, pnitrofenil -p'-amidioncbenzoa
to clorhidrato, el resultado de la reacidn enzimidtica ez cuan~
tificado a 410 nm. E1 método seguido es: Buffer de Vercnal de ~
sodic &= B.3, p-pitrofenil-p' guanhidinobenzoato (p-NPGB) disuel
to en dimetil formamida a una concentracidn final de 0.01M Solu
cidn tripsina en una concentracidn final de 0.1 0.7 x 10“5 M, -
egpactkrofotdmetro con un adaptador para controlar la temperatu-

ra, el procedimiento es muy sencillo y es como sigue: 13 solu-~-
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cidn buffer con la enzima ss colocada en las celdillas de reac—
cidn, ajustando la temperatura de reaccibdn y a tise—po cero es -
agregado el sustrato; en 1= celdilla de referenciz es colocada
er. Los cambios en la absorbanciz son registra—

i
i ad

32 solucidn &

dos por un lapsc de 5' (41},

USOS _TERAPEUTEICOS DE LA TRIPSINA
Las preparaciones de tripsinz son preferentemente usa

das en forma tdpica, la cavidad pleurzl, enfermedades del pul--—

mdn en las gue es usada en forma de aerosol y epn ciertos proce—

sos inflamatorios en donde la enzima es inyectada intravenosa-—

mente o intramuscularmente.
La aplicacidn tbpica de la tripsina inclizye su uso en

urologia, ctorrinolaringologia y odontoclogia. La tripsina causa

una répida curacidn de las heridas por digestidn &=21 tejido ———

muaerto a péptidos v aminoicidos privando asi a las bhacterias de

su medio nutriente vy al mismo tiempo de su habitat, favorecien-
do la accidn de las sulfonamidas y antibibdticos adninistrados:

ademés la tripsina destruyve a la penicilina gue es producidsa —-—
afecto de Bsta sobre la

por algunas bacterias y asi previene el
en un gel amortiguante,

penicilina.
I;a forma de usar 1la enzima ez

i3
i,

como la metil celulosa usando una capz de 3 mm. score la herida
cebierto con unguento de zinc para gre
noimz causa irzcd

¥ alrededor del &rea es
venir la irritacidn del tejido sanc y2 gue la e
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tacibn despuds de 22 hrs. el m=terxrial anecrosado es zetizade con
sclucifn salina, repitiéndose warias veces =1 procedimisnto.

Algunos investigadores usan la gaza humedecida en la
solucifn amortiguante de tripsina mientras gue otros Iz prefie-
ren usar en forma de polvcs.

. Leonnecken nsd la tripsina en 150 casos de necrdsis -
de varias etiologias tal como ia filcera del pulmbn, &Gicera deci
bito gue no fuercon curadas por el tratamiento usuai, siendo les
resultados muy satisfactorios v ademés el tiempo de curacibn ——
fue mucho mis corto va que s8lo requirid £= tres o ccho dias, -
con el procedimiento usual se tiene una duracibdn de 21 dias.

Frank (1) reportd una curacidn zacelerada en los trata
mientos de necrosis gue tardzaban en desapzrecer de 40 2 60 dias
o mis ¥ con la tripsina tardabz de 7 a 21 &ias.

La aplicacidbn local de tripsina es fitil en guemaduras

de tercer grads donde es muy importante Iimniar la herida inme-—
diatamente.

Trendtel v Leuterer recomendarcn el uso de tripsina -
en guexmaduras de nifios con el objeto de disminuir lz =bsorciés
de productos toxicos provenientes de las proteinas y para okke—
ner una répida curacidn cosmetoldgica.

Hasche, Kunde ¥ Truss (1) reportaron un excelente uso
de la tripsina en uroclogia, usando solucifn de la enzima conie-

niendo penicilina ¢ y sulfato de estrephbomicipna vy dilidroestrzen

tomicina, eske preparade fresceo es instilado dentro de la viz -

Py



vaginzl, permanecisndo por Eaarésue prcéeﬁinianto es repetido ~
dos wveces diariacente, obteni€ndose buenos rzesultados en la cis
titis £ibrinos y cistitis radioligica. Las complicaciocnes vagi-
nales gue no fueron curadas con los tratamientos de sulfonami--
das, fusron sapadas © mejoradas gsando el tratamiento de la en~
zima. Lz ventaja de usar la kripsina para este tipo de padeci—--—
miento, s el hecho de gue ésta lichia los deshechos celulares,
elimina Iz plis v £ibrina proporcionando una vagina m&s limpia -
y asi el mé&dico cokserva la vagina mejor con el citoscopio.
En.el terreno de la otorrinoclaringologia, Kukulies y

Dziuba reportaron resuliados satisfactoriocs de la tripsiné an -
el tratamiento de lz sinusitis v empyema de las cavidades maxi-
lares, uzsando una solucidn de tripsina con penicilina 6 y sulfa
t0 de sstrephtomicina en forma de gel y aplici&ndolo directamente
en la cavidad, obtenifadose que, de 91 pacientess tratades 6l sz
naron v 24 requiriercn un segundeo tratamiento. En catarro cxdni
co, la tripsina zctfia dejando la mucuosa nasal libre del mate-—-—

™

rial adherente que as el causante del dolor: en los casos de ca

PRR—f

tarro puarulento Kukulies espolvored en la nariz un polvo de ---

tripsina-antibibtico removiéndose la secrecidn vy permitiendo al

farmaco actuar sobre la mucuosa resultando de &sto, una curacién
mis ripica.

= & Ie - - . It =l . s
ussareciz cnacsntrd Snite ewn vl Lretamiento deld hemaio

4

na del o843 v su curacifn erdaizz Zo la glisdala salival poy —-=



inyecoitn de £xipsina dsntro del conducke, chservéndose wna cu-
ragifn ripida,

Auslarnder y Roth usaron la tripsina en odorntologia pa
ra trxztar abscescs crbénicos profundos usé@ndola en casos de ne——
crosis de la puipa adwinistrando una solucibn concentrada de la
misnz en el carzl de la raiz y la limpieza es lograda por la ——

elininacidn de las células necrdticas vy deshechos celulares. La

tripsina no tiene efecto scbre las caries.

Uso de la Tripsina en Empyema Pleural y Hematorax

La introduccidn de tripsina c&nstituye un gran avance
en el tratamiepto del empyema tubercular vy no tubercular, disol
viéndo los coidgulos de fibrina y plis v contribuye a la elimina-
cibn de las bacterias ya que, destruye el medio nutritivo de ——
las ias mismas. En el procedimiento usual, es pinchado el empye
ma v enjuagado con solucidn salina e inyectando la solucibn de
tripsina. Despuds de 8 dias, la materia licuada es drenada y qg
juagada repetidas veces. El procedimiento se repite hasta que -
2l 1fizuido dremado es complétamente claroc, es recomendable com-

hinar la enzimz con antibidticos excepto con aureomicina 6 con

U.l-

Y

gerntes tuberculostéticos. Estas combinaciones son efectivas —-
puesto gue primero actfia la enzima y después el antibidtico. La
tripsina no representa poder antigéniceo y por lo mismo se puede

usar repetidas veces.



‘La tripsina se usa en forma de aereosol para las enfer
medades del pulmdn, causando una ri8pida licuefaccibn de las se——
creciones viscosas v eliminando éstas m&s fécilmente.

Farber y colaboradores administraron a pacientes con -
tuberculosis 100,000 a 150,000 unidades de tripsina por dia ob-=-
servando diferentes cawbios citoldgicos en el esputo en 12 de 16

CaBDE.



TRATAMIENTO DE TRIPSINA EN AEROSOL DE ENFERMEDADES DEL PULMON

Enfermedad No. de Dbsis promedio de Promedio trata- Resultado Favorable
casos tripsina (U/dias  miento en dias Tratamiento _ No. %
Tuberculosis 45 250,000 14.30 Decrecimiento 42 93

en cantidad vy
viscosidad del
esputo menos
tos, menos bac
terias, incre-—
mento en capa—
cidad vital.
Pacientes mejo
rah.

Bronguitis 23 250,000 4,10 Decrecimiento 23 100

. an capcidad y
viscocidad del
esputo, trans-
formacitn de ~
purulento a mo
cosg incremento
capacidad wvital



TRATAMIENTO DE TRIPSINA EN AEROSOL DE ENFERMEDADES DEZ PULMON

Enfermedad No. de DOsis promedio de Promedio trata-  Resultado Favorable
casos tripsina (U/dia) miento en dias T ratamiento ¥No. 9

Neumonia sin

solucidn 6 250,000 5.2 Resolucifn de & 00
la neumonia,
incremento en
el esputo y -
disminucidn de
la temperatura
a la normal.

Abcesos del :
pulmdn 3 375,000 12.21 Sand la cavidad 3 100

Asma bronguial 31 125,060 o7 Incremento en 27 87
la capacidad vi
tal, disminucidn
de la viscosidad
del esputo.



TRATAMTENTO DE TRIPSINA EN AEREOSOL DE ENFERMEDADES DEL PULMON

Enfermedad No. de Dbsis promedic de  Promedio trata~ Resultado Favorable
casos tripsina (U/dis) miento en dias tratamiento Ho. %
Fibrosis &

125,000 2.7 Disminucibn en la
cistica del

cantidad y visco-
pancreas 255,000 sidad del esputo,
transformacibn del

esputo purulento a
TMUC OSA.
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Us¢>1ntramu: zlar e intrEvencso de Tripsina: Innerfiel
» sus colakorazdores chservaron en 1952 gque la tripsina invectada
intravenosar=ante en anirales, causakz fibrinolisis v sobre esta

Tservacidr 12 usaron en =1 tratamiento de troxboflebitis admi—-

mistrindola garenteralmente, cbservando que I1a enzima tenia un -
marcddo efecto antiflogistico, ahatidndose la inflamacidn en Ilos
orimeros 2 a 3 dias, sin embargo la £ibrindlisis no comienza si-
=2 hasta varios dias despuds. Ihvestigaciones adicionales reve——
Iian gque la tripsina tiene un efeckto favorable no solamente en ia
tromboflebitis sino tar®ién en otros tipos de ipflamacibn no i
cortando si son de origen bacterianoc viral, guimico o alérgicz.

El mecanismo de accibn atiflcgistico no es bien conszi
do existiendoc warias teorfas no muy satisfactorizs, una de ellas
menciona gue l= enzima rcope la pared gue el organismo ha conz——
truaido alrededor del foce de la inflamacibn formando una red &=
£ihrina due Iz tripsina degrada y asi los agentes terapéuticcsz -~
tiaenen acceso al foco de infeccibn.

Innerfield v sus col. inyectan tripsina intravenos z:In
SBsis de 10 2 IS5 mg. vy & la cual se le ha agregadoc un antihistzz-
minico usdndolo en los casos de trombofiebitis crdnica o agudz -
okbteniéndose resultados favorables en el 2¢! de los casos.

Heopen (1) ha realizado txabzzcs sobre la aplicacibs I=

a inkroarusculargente, -
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v L0 al2 pacientes mejoran con este tratamiento va gue el campo
de vizidp se ampiizm y el edera v la exudacidn disminuyen.

En México se realizmaron estudios de las infecciones -
pélvico genitales, usando un tratamientc en base a 1z asocia-——
cidn Tripsina-Antibibtico (13) permitiendo actuar satisfactoria
mente sobre los microorgandismeos y la inflamxacidn. Este estudio

fue efectuado corn paciente con infecciones pélvico-genitales ad

ministrando cada 6 horas chpsulas que contienen lo siguiente:

Clorhidrado de Tetraciclind ec.ececssesssenses. 125 mg.
AC. CALriCOueeceasccnnenscessncnnsncccsnscssns GO MIa
T ripSiNBecacscsassncsnsonsssvasssanssssosescanns 20e2 MJe
RuUimMOtYipPSiNGecseveasnencsavosscsnsnnssrnasnnce 0.45 IGe

RibonuC1eada.¢¢o.-b.n"-ﬁ“'.’Q-.I"-Ubﬁndoof‘s 0-5 il -

L.a asociacibn de las tres enzimas contribuyen a refor
zar la accibdn antiflogistica y favoreciendo 1la fogocitosis, 1=
inclusidn del Acido Citrico seafin Welch y Col. es para favore—-—
cer la absorecidn intestinal del antibibtico hasia en un 1035, —~
permitiendo altas concentraciones sanguineas del mismo, con lo
cual disminuye la posibilidad de creacién de resistencia del arn
tibibtico por parte del microorganismo causante.

L.a alta incidencia de &xitos obtenidos permite copn———
cluir gue es efectiva la sinergia de los f&rmacos usados, recc—

mendames por lo tanto en leos tratamientos de las infecciones ci
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necolégicas.

La tripsins se usa con &xito en los procesos Broconeu
mbnicos del infante {38} . El estudio fue realizado usando la mi
tad de los pacientes con el tratamiento conteniendo la Tripsina
y la otra mitad fue usada como Control, & log del primer grupo
se les administr® Tripsina en presentacidn pedifitrica gfl2 hrs.
En ambos casos los pacientes fueron tratados con el tratamiento
habitual para bronconeumonia, consistente en la aplicacibn de -~
penicilina Sodica, ambiente hamedo, control de la temperatura -
medios fisicos. Observéndose una diferencia con los grupos sien
do la evolucidn de la enfermedad m&s corta y mejor en el ‘grupo
tratado con la tripsina siendo su accidn mds o menos como sigue:
cuando el agente causal de la bronconeumonia (microorganismos,
agentes tbxicos) llega al alveolo, produce una inflamacibdn con
el consecuente exudado, invalidéz del é4rea inflamada y conges——
tibdn sanguinea, la tripsina inhibe la formacidn de fibrina per-
mitiendo la salida del exudado liguido y celular al interior --

del vaso.

La duracibn de la enfermedad se acorta en un 345 de -~
los casos en el grupo tratado con la tripsina, concluy&ndose —-
gue la tripsina es {itil como coadyuvante en el tratamiento de -

los procesos bronconeumdnicos.
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LIOFILIZACICY DE TRIPSINA Y QUIMOTRIZSINA

o~

La liofilizacidn es un proceso mediante el cual las -
enzimas son estables por un tiempo mas prolongazdo, puesto gue -
ia humedad es un factor guwe afecta a la estabilidad de las enzi
mas.

Las muestras & ser liofilizadas deben ser acuosas, va
que la precencia de solventes brganicos es altamente indeseable,
bajando el punto de congelacidn del agua e incrementando la tem
peratura de fusibn de la muestra durante la licfilizacibn, como
consecuencia de ésto Gltimo hay formacidn de abundante espuma,
ocasionando una desnaturalizacidn de las proteinas. Culndo se ~
desean liofilizar soluciones de enzimas con buffer, se deben tg
mar precauciones como son; el tipo de buffer asi como el E@ del
nismo.

Una gran variedad de recipientes son adecuados para -
realizar la liofilizacidn. Estos deben resistir la presibn y -~
estar hechos de materizles que permitan la razmcnakle transferen
cia de calor de afuera hacia adentro. E1l tamafic de los envases
debe ser adecnado parz gne la seluzibn a liofilizar ocupe un vo
lGmen no mayor del 20 <2 GEil.

Para las soluciones diluidas, hay precauciones gque de
Ten ser toxadas en cusnka, puesto gue estas dejan un residud 11

sero y parte de éste es arrastrado zl condensador, ocasiocnando

15}
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perdidas. Esto es evitado con protecciones en las charolas ta-—
les como:; tamiz e alambre, lana de widrio. Estas karreras atra
g2 el material zrrastrado.
El proceso de liofilizaci&n, es realizado a material

a granel y a producto termipado. E1l material a ser procesads es
colocado en los recipientes respectivos, siendo congelado a-50°C,
cermaneciendo entre 8 - 12 horas. Finalizado el tiempo, comien-
zz2 el secado, €1 cual es iniciado en dos fases, la primera en -
la cual se pone una temperatura de 20°C, llamado calor bajo: &s
ta es la fase critica de la liofilizacidn, La segunda fase ez -~
Xa &tapa propiamente de secado, conociendosele como fase de ca-

lor alto, la temperatura es de 40°C, E1l producto estd listo ~—-—

cuando alcanza una temperatura constante durante ocho horas.
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FORMAS FARMACETU

En l= Industriz Farmacefitica sxisten difesrentes formas
farmacelticas conteniend> la Quimotripsina v Tripsina las cuales
con elasificadas para uso oral y las destinadas para usc inyecta

.
AN

Dentro de las de Uso 0xal, se encuentrar las cipsulas,
tzkletas y grageas de capa entérica. Lias cipsulas son las mEs ——
frezuentémente usadas, esta forma la enzima se encuentra en for-
mz de grinulos o nucleos, los cuales son previamente mezcladas -
cen otras enzimas ¥ granulados para posteriormente mezclarse ccon
los otros componentes de la £b6rmula gue estén en forma de polvcs,
&stos generalmente son algunos antibidticos como la ampicilina -
o clorhidrato de tetraciclina o clorafenicol & algfin espectoram-—
te o antihistaminico. Las tabletas se encuentran en pequefia czz-
tidad en el mercado ya gue es mis difficil la obtencidn de estz -~
£orma puesto gue se aplica una comprensidn, la cual es una fusez-
za fisica gre altera la enzima.

Las grageas, es una forma farmacefiticz poco comin gpor
12 formacibn de la tableta.

La forma destinada de uso inyectable se encuentra 1z -
presentacidn en liofilizadeo. En solucifn no es posible puestz ——

x -

gue no es gstable. Bl licfilizado es muy facil Je preparar, =I.0

-

se regquiecre dz una solucidn acuosa Je la Quinoctripsina o kxiz-i-

- .

i n - . - y
21 pH de 1o minipa csti3laud

e
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dad en sclucidn v £iltrandolo por membrana de la porosidad ade-
cuada para eliminar = todas las bkacterias y posteriormente lle—
narla en condiciones estériles en frasco &mpula o ampolleta co-
locéndola en charola del liofilizador y posteriormente congelar
las para despu@s secarlas, al final de la liofilizacibdn se ob~-—
tiene un polvo muy fimo gue flcilmente puede ser perdido en el
proceso de secado, esto es prevenido por la adicidn de manitol
o glicina gue proporcicna cuerpo al liofilizado.

Estos liofilizados son acompafiados ae._ su solvente los
cuales estén formados por agua a la que se le puede adicionar -
un antihistaminico o alglin expectorante, asi como un anestésico
para prgvenir el dolor al ser administrados.

En algunas ocasiones la enzima se encuentra en la for
ma liofilizada y el antibibdtico en polvo y ya para su adminis—
tracibn se mezclan los tres componentes, es decir, el liofiliza
do, el antibidtico y el solvente obteniéndose un efecto mis r&—

pido.

EFECTOS COLATERALES

La Quimotripsina y Tripsina no presentan efectos colz
terales, solamente pequefios malestares dependiendo de la formx
farmaceftica administrada.

Ejemplo: en la administracibn parenteral por via in—
travenosa produce una sensacibn de czliente que puede llegar =—-—

hasta un sheck, por lo tanto esta dele administrarse bajo vigi-
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lanciz médica, lz administracidn por wia intramuscular prqpqrcig
na una sensacidn de ardor en el sitio de la inveccidn la cual es
prevenida por la administracidn de un anestésico.

La administracibn oral provoca en algunos casos intole

rancia géstrica, wénito y diarrea.

CONTRATNDICACIONES:

La administracibn de Quimotripsina y Tripsina estfi con
traindicada en: Pancreatitis aguda, enferm=dades hemorragiparas,
degeneracidn amarilla del higade, albuminuria, hematura e hiper-
sensibilidad a los componentes de la f6rmula.

Cuando 1z enzima es administrada en combinacidn con un

antikisdtico est& contraindicada cuando se presenta alérgia al an

tibibtico.



COMENTARTOS ¥ CONCLUSIONES

A través del presente trabajo, se determinarbn algunos
puntos de interfs para la vitencidn de la tripsina v guimotripsi
na, como son:

1.~ Es preferible trabajar con pimncreas boving, porci-
no gue con los cokros mencionados en el presente trabaioc.

2.~ El tiempo v temperatura de descongelamiento de las
visceras deben ser controladas, las cuales dependerfn de los re~
sultados précticos cbtenidos durante las investigaciones.

3.~ En el procesc de extraccidn, deben contrelarse ri—
gurosamente las temperaturas v @, para la obtencibn de mejores
resultados. 7

4.~ Durante la purificacibn con sulfato de amonio, es
preferible trabajar con la sal en forma sblida, evitando los ———
grandes volfimenes. Es importante controlar el pH durante la adi~
cibn de la sal, pueste que el H se eleva, ocasionando desnatura
lizacibn de las protefinas.

5.- Durante la acktivacidn de los dos zimbagenos, es in~
portante efectuar determinaciones de la actividad enzimatica con
los sustratos especificos.

6.— Durante los procesos de purificacidn, es reccmends
ble efeckuar electroforesis.

Por todo lo apteriormente gxpuesito, concluinns la fac~
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tibilicad para la cbitencidn de ia.tripsina ¥ quimotripsinpa en-

forma purificada, a2 partir de péncreas frasco o congelado
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