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INTR.ODUCCION 

Desde el punto de vista alimenlicio el océano es uno de los recursos de proteína más 

importantes para el hombre. En los últimos 20 años. el océano ha adquirido mayor r~lcvancia 

como factor del desarrollo sociocconómico de los países. lo cual se refleja en la prioridad que 

actualmente se concede a su estudio. Gracias a este avance se han desarroJJado refinados y 

complejos métodos de observación. medición y muestreo que amplían la capacidad de explorar, 

evaluar y aprovechar el mar. El océano tiene un potencial muy vaslo. La exploración y 

explotación de sus recursos vivos y de los no renovables se incrementan constantemente. Entre 

los primeros se cuentan la pesca (incluída la acuicultura) y el uso de organismos marinos para 

Ja extracción de sustancias con diversas propiedades; entre los segundos se encuentran los 

minerales, hidrocarburos y los matcrialc.~ de conslrucción. El océano es un gran depósito de 

recursos naturales, y además, de la plataforma submarina s.: obtiene más del 20% de la 

producción mundial de petróleo. 

Entre Jos recursos que cJ 01..:C.:ano suministra aJ h0111bre e"istcn productos de gran 

importancia para Ja industria farmacCut 1(.-;1. Dicho.."i productos tjcncn origen tanto vegetal como 

animal. Algunos tipos de algas. cspon1·•-'· corales. almejas y peces poseen sustancias que, 

convcnicnlementc dosificadas9 pueden ser utiJizada..~ con fines terapéuticos debido a su 

contenido vitamínico y mineral. Por otra parle, el hombre mediante el aprovechamiente> de 

muchos de los organismos que habitan el océano. confecciona collares. pulseras, aretes, etc. A 

su vez. cultiva aJgunos otros organismo .. .:;; marinos. como las ostras. para producir Jas preciadas 

pcrJas 9 que remuneran en su beneficio económico y decorativo. 

En México. hasta 1958. sólo grupos aislados se cx:upaban de investigaciones marinas, en 

su mayor parte de tipo biológico descriptivo. En los últimos años se percibe un mayor interés 

por desarrollar trabajos de investigación más ambiciosos. aunque los esfuerzos realizados hasta 

ahora todavía no proporcionan suficiente información para el apropiado conocimiento y 

administración de los recursos marinos. En aauas continentales México dispone de una 

superficie de cuerpos de agua de 1.3 millones de lagos. ríos y presas; en ellos se capturan más 

de 50 especies distintas. Sin embargo. no todos los cuerpos de agua han sido estudiados, de ahí 

la problemática para el aprovechamiento adecuado de estos recursos. En 1975 México 

acrecienta su superficie en 2'892'000 Km 2 al establecerse en la Constitución Política de los 



2 

&tadcM Unidos Mexicanos las 200 millas náuticas (370.4 Km) como Zona Económica 

~usiva. Con esta medida el país amplía su espacio y la porción marina paaa a ser mayor que 

la --. Para aprovechar sus mares. M~xico tendrá que conocerlos. lo que requiere de un 
iatcaao y -tenido esfuerzo de exploración intcrdisciplinaria. Nueatro pafs pCJllCC mú de 

10'000 Km de líneas de costa (en las que existen aproximadamente 1 '500000 Has. de lqunaa 

Cól09_._ y eatero&). Con esta extensión de litorales México cuenta con una amplia diversidad de 

orpniamos acuáticos. 

l.- -ponj- fueron conocidas desde tiempos remotos por los pueblos inmediatos al mar 

JWl9diterr6_,. Se cree que los primero. en deacubrir sus utilidad- fueron los fenicios y loa 

._¡pcioa. lo que viene reflejado en los escritos que de ellos se conservan y en los que se menciona 

la •xtnicción de -ponj-. Se supone que la competencia para alcanzar~ mayor m-tria en 

la -bullida con el fin de reco..,.- mú esponj- condujo a la incluaión del buceo como un 
...._a6n mu en 1- olimpiadas de la anti&üedad. Platón, el filóaofo •i-.i>, hablat.. de 1-
eapoaj- y de su uao. Aristóteles, habló incluso, del crecimiento de - anima1- q- 80n 

.,.-uminantemenle marinos. En la Grecia de entonces. las esponjM er-~-en el baAo, en 

la llmp~ de las cocinas y corno forro amorli&uador de las armsdu~. Ademú 109 11\M'rretOA 

las utilizaban para beber durante sus campañas, sustituyendo a IM ~d- copas meUili~ y de 

barro. 

l.- -ponj- son loe oraanismos mú primitivos de los sere11 multicelulanoa, pe~a 

al phyhun Porifera (porifera, del lat!n, quiere decir "que ~ poros") y rep.-..ntan a los 

pri-.-oa -tazoariDll (este phylum - ....,lativamente pequefto, compnoade aproximadamente 

S,900 .apeciea, [Garrone, 1985 J). Ea tos oraanismos no pooieen ni tcj idos ni ót'pDOll verdaderos. 

... oe1u1aa deaplie&an conaiderable independencia y ademú todos 800 Mieil-. Eata combinación 

•~tica9 convenció a Aristótcl- y a otros antiguos naturalia- de q-1-esponj- eran 

plaa-; de t.c:ho, fue basta 1765 cuando se obeervaron por primera vea oorrien- in1e,_ de 

.-y•-.:iócl-1elanaturalezaanimaldelas .. ponjM.Tmnb._t..n>n~ 

·••n•• como CeieneBrados (o- asrupación zooló&ica a la pen1m - los cora1-, loa 

~ lllc •ar y 1-a~n-) h•la que se comprobó que su aoatom(a _.. oompletanlenle 

41il9Nete a la de aq•lloa. 
El nivel de orpnización de las esponjas. es decir, el lugar que ocupmi en el reino animal, 

liatlmWoporaucomplejidad-tructurslyfuncional,11Cconsideracomocehalm,de-*>q--
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.._._ vitalea, lej09 de realizarae mediante pulmones. aparato di ... ti.,..., corazón, etc., -

-ti•-• por lu o6lulaa, que pertenecen a variad09 tipo9 que • hu -pecializado para 
-1~•-A-mcj--deott09or11anismos mari--ientarioa, lM....-j• band-anollado 
sd r-~ qufmic.s y ffaicaa que 1- han permitido .obrevivir en el medio marino a ttav6a 

41el tiempo (Bakua, l'il81). 

~ a'8Unu -peci- de a11ua dulce, la mayoría aon de ori•n marino y ban 

_....;.....,, ..-C. loa habitata aculllieo11. Se encuentran diatribuid• - liOdoa k» m-. 

pri911:ipel- an donde ae encuentran roca., conctt.., coral•, 8'1:.; ......, tienen una mayor 

dW..MI .. y atMandaacia en loa arNCifea corelino9, m09trando ..- •an variedlMI de fonnu, 
•=e9oeymloNe. 

u -yoña •--orpnialllOC prefieran l• .. uae relativ-• auparficial- pero uy 
.._,. F'"pDll• c:omo \u -ponju vftnoaa q- viven a Fªndaa profUlllA..._. El tamaAo de 

..._ orpllliMll<J9 • •uy v-ieblc, van deMte u- e-toa mil(--.....,. m6a ele un ._uo. 
u...._ de Cftleimieato de l• eapooj• depende de la natunleza y la iacliDM:ión del _ _..., 

de la diapomibilMlad ••pecio y de la velocidsd y tipo de ...... llll ooMr ia, w -.-Cíe 
...._i .... puede..aoptlll"diferen-...-c--aún l•condic~-bWalalMdel ..... io-

41- • -·-· daado como resultado una ciena o:ont..ión .....-.a (BR911uia&, ., á 
1-.). 

lA mayorfa de las eepcci• .. t6n brillantemente QOloniadaa, •mea. a loa F6nuloa • 
P1-a•- localilMlio9 en los amibociloa. que aoo un tipo de ~lul• 41- ...... ..-o-en la 
llllplldicie • -tos orpniamo.. P..-ntan un -queleto rclativ.-.... -.-jo, que le alMOe --a.ón de_.... a lu ~lulu vivas del orpniamo. ~eaq-i.eo ...-..-fonnlldo 
por ...,fcul• ca~. ailfccaa, fibru pro~ic.a de -poll8ina o de w -Ma.clón cl9 eU-. 

i.- ci- .,, phylum Peritare ttan aido definid- por la __..._ qufmica de au 

...... to lno .. 6nico. Actualmente -- ~ac'8.rfatk:9a -• ..,_.._ - c_n .. .-. le ...._._iólt o 119COM1Cimiento tall.oa6mico del• -ponj•. 



- : C'-0ntiencon un esouelcno calcftico. . -
"-•ectinellid- {esnnniaa vítreas) Presentan un esoueleto de snice. 

·--~-= "-nta una gran cantided de material 

calcftico o ara11onftico en au -queleto ~ 

y una pene muy pcquetla de elementos 

silfC*la . 

.o.m<l9pOQSi-: El eaqueleto está formado por elementoa 

sil[ceos o de un material ~ de fibras 

de eaponsina (su naturaleza - de 

co1'8ena) o por una combi09Ción de 

ambu. Tambi~n p..oe p.-tanle el caso 
de que elementos de snice eM6n embebidoa 

en fibras de esnnnaina. 

s. ... orpniamoa - reproducen por ll'ICC4Uliamoa sexuales. ue•uai.. (aemación) o por 
P"' a 1 oe f1t9 involucran a ciertaa -tructur• ea¡w::fficas que implican fonneción y liberación 
de - .. ,.¡1.,;, de ~lulaa esencial-. -i-:ialmente amibocitoa. Con ....,.:to a eale (iltimo 

punto v.,_., Bw' .... r y Kaufman (1987) mencionan que para la eapecie/lilicroc~prolifer• 

..._ - factor de •IJA'8ación y reconocimiento entre célula-dlula y q- - dependiente de 

"'-ele calcio. M~ic. et aL (1982) también repori.n la pr~encia de UD r-r de .........,ión 
.----~...-iadol'entreel 1'9CODOCimienlocelular y que es po9lb...._..una•li~rna, 

~--(1973). 

EmiMlan •pacÍ9a llBnnafroditaa y dióicaa. aunque la mayoría - da 1aa primerM, I• 

._._ - ~ de pwmucir óvuloa y -.-m•loz<Jom en dif~n- jlpocaa. a panir de lo9 

-1-.m-. Lem•pmnnaeo.xia .... adre ... l•eeponj-sreciaa a 1• coula• .. •..-y entt.n 

-«*9'V81~del mia_, m-.iamo. Reia-18 (1970) ba-ft•lado q-~ una-pooja 

__... _ ¡ ma, iMuce • 1- <>V• a aoltarlo. u- vez que el eape~ Uep a la cllmana 

• •' t , • ....__ - UD coanociao, o un amillocito (mlulaa que_... come portadona) 
,_. w m .., hecia el óvulo. 
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lA cl-ificación de las esponjas esUi basada en un iJT&n número de caracterfsticas aujeias 

a ciü"eFea- tp1ldoa de variación de tipo ¡¡e~tico y ambiental. Los caractet'CIJ esqueléticoa son 

uao de loa -pectoa mú importantes. Los tipos y tamaños de las espfculas y las fibras y su 

4iapoaición on el -no de la esponja. son la base principal. pero no exclusiva, en la sistemática 

ele - ... po. Sin embaqJo, alaunoa tipos de eapfculas lfpicas de una eapecie pueden catar a-- on ejempla.- pcrtenecientea a la misma; la talla de las eapfcul- puede variar entre 

e,;.-pl-dc una miamaeapecie bajo la influencia de la temperatura y otro5 factorea. Se ha visto 

et_ la. e;-p1- de una especie presentan espfculas mayores si han sido colectados en zonas 

4oade 1- -pc111tur- son más frfas. Las fibras pueden variar también en el aroaor y amplitud 

de a- mall-, y la cantidad de eaponaina que envuelve a las esplcul- puede -r lo mismo 

abundante ql.IC eacaaa en individuoa de una misma especie. 

lA fonna de 1-.. ponjas es un cariicter importante en la clasificación si se considera con 

pnlllencia. ,,__también muy variable; hay que analizarlo en relación con las condiciones del 

~io. Este p...te -r un r-.o o caractenatica muy útil en la taxonomía, ai para cada -pccie 

-.....-..•limitar1-variacioneadeque-s.-ceptiblebajodiferentcacoodicioneaambi-ta1-. 

El color - lambién un medio muy útil para reconocer las especiea, aunque eaUi sujeto a 

-hi<la con la ilwninación. cantidad de afaas aimbion-, catado de -lud de la .. ponja e. 
incl_,, a variacionea de tipo pnético que pueden existir dentro de una miama especie. Al i1JU81 

q-COll la forma, - neceaario precisar cualea son loe colorea posiblea para cada especie. Al90 
aiailar oc- con la consistencia, que - ve influida por el ré&irnen de movimientoa del aaua 

y poaiblemente por alaunas cualidades químicas de ésta. 

l.- -.ponj- útil- al hombre pene-o a la el_, Scleroaponsiae, ea decir 1- que 

- • -pfc11I- y - 1- que el ~uelelO -~ formado por u.na -.na de caponsina. 
-•-¡:¡ieie el6atica a la que - debe su carácter tfpi<:o de el•ticid.cl. :o.k> el exu.onlinario 

JIUli:• wfi •o de I• eaponj• y d~ el punto de viala de 11u utilizeción, caai no importa la 

....-W a...- pene-, sino a I• llamad• "cualidedea comercialea", las que a su vez .... _._,...la eded, el procaiimieoto de pcaca empleado y el tratamiento a que aon aornetid9a 

- •-_.,_,_ Todoa-. factores pueden influir en 1-propi~ q- una eapooja 6til 

..._ -a-. y q- aon: suavidad, una aran elaaticidad, y una ¡¡nm ca.-:tdad de absorción y 

---• lf4tuMkJ9 en - Íllletior. Sin emNrso. la aparición de 1- -pllllj- sin~tic8a en kM 
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~ ha producido un notable descenso en la demanda de las esponjas naturales. 

Debido a su mortolo11fa y a su modo de alimentación. algunas esponjas proporcionan un 

laabi&at e&mpora.I o pennaneruc, ya...,.. dentro de su cuerpo o sobre su superficie. Se ha ob&ervado 

11-vllri--ponj-~tan uociaciones con diversck microor&aniamoa, principalmente coa 

~ WLioclulan::a y bactcri-. (Sara, et Gl. 1973). Asimismo. hemos encontrado en la -poeja .!plllec...,.._... ~ pcque6oacrua~ que fueron identificado& c:omo~-..S broo4tsi. 

e) MsrAM>IUllMO - OllGAN- MAIUN09 (PHYLVM PORIFllUlA) 

X... -,.onj- aon Drt1Sniamoe aedentarioa, filtnmtes no -loctivoe que captur-y~ 

pmtfcul- ali-nticias que son au-.padas en 1-c6m~. Bataa partfcul- .,_ten -r becteri-. 
~ uaicelul.,_ y detritua micrcmcópicoa. llccientementc se ha deacubierto que las~lul-ituc 

cu ..... la aupecficie de ,_ eaponj- y a loa canalea, son capaces de atrapar y enalobar cr..ociaar) 

._ ale- unk:clul- y el detrilua de mayor tamafio, mediane& la emiaión de prol0Dt1acionea o 

.-.udópodom. de fonna similar a COlllO lo hacen looi prolozoarios conocidos como ame~. Se 

~ dc8dc hace poco tiempo que las esponjas son capaces de at.orbcr directamente las 

._.._,i_ alimenticias disueltas en el agua. 

A la fecha ao exiate información confiable sobre la nutrición de eatos or11aniamoe. No 

..- un óq¡ano definido pera realizar esta función, sino o61ulas ea~ializad ... 

~ 'Q,_.,,_,_ 
La IOaicillad en lea eaponj- marinas varia con la latitud. Lo9 -ultadoe de uaa 

111 11 P-Mlm imican que en el He111iaferio Norte, la toxicidad en 1- -ponj- - incremenaa 

--*> la 1-ihlll d9acieade y que la mayoría de tu •ponjaa tóxicas aat6n e•.,-taa a la 

•u W. - km ..-. (Greca. 1977). 
ltmlua..., •& (1980)aialó varias k>xinaade la-ponja del marrojo~-.11ijic41 
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que babiia entre 6-30 meuos de profundidad y que raramcntc es comida o dañada por pccea. 

Cu.ando - caprimía la esponja en un acuario. el jugo rojizo causaba el envenenamiento y la 
mucnc de los pcocs entre los 4-6 minutos. La ioxina causa excitac.ión, seguida por hemorragia&. 

p6Riida del equilibrio y después de unos pocos minutos. la muerte. De esta esponja se han 

aialado laa latrinculinas A.B y C. La latrinculina B ha sido sujeta a análisis cristalográfico de 

rayoa X. comprobándose que es una toxina macrólida. capaz de diasreBar la organización 

mlcn:>filameotooaa en cultivo. de ~lulas. La acción biológica de éstos compuestos ba sido 

in-i--- por au posible aplicación en el control de tumores. (Spcctor, •t aL 1983). 

AllJUD<la mctabolitos de caponjas han mostrado ser tóxicos a otras formas de vida marina. 

O. la .,.ponja Sf><-•W. i4lia ac aislaron varios scstcrccrpenos que son tóxi009 a la estrella de mar 

~6i.-#!MS.adem6a.,.i.aaustaociasinmovilizanalarvasdemol...coaH..iiodais~. 

(Walkcr. 1980). También se ha extraído a la halitoxina de 3 capecics diferentes de Halic1-

sp (Scbmitz.. et aL 1978). La purcalina es un mctabolito secundario aislado de una esponja de 

Okinawa P~lysilúl pouca. (Nakamura. 1985). la cual modula 1- r>eaocio.- e111imátK:.a 

deATP---. 

La mayoría de loa estudios recicntea 1JObrc caponj- ac pueden asnapar en el 6rca de 

plOll- -tu.rale&, eatudiándoee su química, au acción biolólJica y farrn8CC>ló&ic&. En pruebes 

-liaedaa con loa extr.c:IOS de alpnaa .,.ponja& - ha demostrado la p~a de auatanci- que 

~..,.útil.,. como .. ni.. antimicrobianoe y fúnjiicoa. loa cual.,. incluyen. difercntea tipos 

de mttuctW'9 químicas (Jlincbart. et GL 1981). Se piensa que eat.aa al»tanci- antimicrobian­

le sirven a 1• caponj• para inactivar a sus~ microbian- que..,.. inpridm como alimento. 

9-tdlolder. (1973) y Gnocn. (1977) I• OOIWideran como un mec::aniamo defe-ivo. al inhibir 

el c:Ncimiento becteri~ que pudiera ce- al.,U. da6o en el interior de la eeponja. Sin 

_.....,_ las -ronj- no bao proporcionado al'.in •-taociaa que pumt.n funcionu como 

..Ulloióticoa. Tamb~ - han dctectedo ove. tipos de ectivid..._ f-9COlótJicea como 

~ entitumoral. cil0t6xica, etc... (89alow. 1969). 
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.... 'd '"'-* ........... 

X- -ponJ .. ¡x»een mccaniamoa de resiatencia contra el a.entamiento epibéntioo. 

Aulllt- - • COllOCC con precisión cómo funciona este mecaniamo, - ha auprido q- loa 
---li-a.:uadarioa q- liberan estos oraaniamos al medio son loa ca--directoa de q­
.,....._ _ .. ..,. au auperficie externa parcial o totalmente libre de inven.br8dos marinos. 

a.-•- ...... , ..... _ .... y .... Porillara. 

°""99 -a.nci- bio-.::tívM • han aislado de 1 .. esponj- del p...-o Aplys~ eatoa 

-...-- •-an actividad antimicrobiana, citotóxica y antin«>pl6-ica (Minale, 1976). 

Apoxim..._n.., dicK -.-ciea deAplys~ han aido motivo de eatudio desde hece má de 20 

.._ y * ell- • han obtenido llcidos ar--. divel'M» eatcrolea, ·~- ni ............ aa, 
~----. al • ..- aminoácidos y una serie de compueatoa hal<J9enedo9 que no• lub'8n 
._,,.ilo - la lileratura, (Faulkner, 1984). En la actualidad 1 .. ex.-C-iv- •l9-n aÍ9111k> 

•--••- debido a que ae han detcnnin8do un buen número de •-twi- n_.,_ que 

..-acial-• pueden funcionar cómo f6rmacoa. El estudio de -- -Ulllei- 41ua -
__ ..._ - loa orpniamoa marillOI ha contribuido al d-rrollo de nuevM 6Jea. de 

U.-i9M:ión. 
OlnJs pt'Oductoa 41ue- han encontrado en el phylum Porifera aon ...- nucleóaidoa poco 

--11ue conlie-n 11-D-arabinoaa: la eaponjouridina y la eaponjotimidina, aialados de una 
_,.,..;a de Jamaica T•lllyta crypui, (Beramamo y F-ney,1950). El papel -hólico de _loa 

a111Ct.6PMkJB - deaconocido y • han encontrado amino6cidos no eaencia ... como el llcido 11-
-iao iaolHIUrioo y el llcido pipecólico. Ta1:,bi~n • hao detectado dif-- -tcrolea, como 

al ....-....,1, porifer-lerol, neoapon.-terol y clionoaterol; ala..- de alloa en muy altaa 

z answac"- en la pon::ión lipídica. El B-aitoatcrol (L) fue el primero de w-rie de-llero ... 

....._ * aaponj- del p-roAplysiAta, (Sbarma •tal. 1970). Bn c.._lo a 6cidos •-· 1-
I ú• - W.C- - el Nino animal por preaentar la mayor di-idad de 6cidoa FWJa con .._._.-.a--altoa de 6cidos de c8dena larp (24-30 61omoa de~) y con una alta 

'rr r mac~. La illftueacia poar6fica y estacional sobre la compoaíción de 6cldoa .,--oa puede 

- lltiu..la ~una herramienta quimiotaJ<onómica para claaificar adive- eapeciea con 

F lk' a aa.oa61nico9. {LaW80n, 1984) . 

.__ '*9 ,...., • hea aialado tcrpenoides lineales con anillos fur6niaia en un extremo, 

- la fl p Mtji- con actividad antimicrobiana y _..,nerpenoidas como la eacal-ina. 

Asilaillal& • .._ _..., aoocromoa como la uranidina aialedo de v-....- -rop4obM el 
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-1 • ua c;olor-lc amarillo~ que i;:ambia a negn> con el aim {aero.fobo), (Cimino, el 

a 19184). a.cienlcmcnlc ae llan eaconu-ado proaernaa en esponjaa que tienen actividad 

........ u~lc contra varioa ti¡x» de eritl'oeitoll anima lea. A panir de DysWIBa lterbacea se ha 

......, - i.m._¡utini- ea,-:(fica para D .... lac..._ {Kamiya, 1985) y en Ja espoaja 

.....,.,.. 1 ... ~- - eacontraron hom .. lutinioaa no capecfficaa contra eritrocitos ......... 
C- _....,..,a la bioqu(mica 4c 1--.ponj• Jo que - ha encontrado• muy poco. Se han 

~ 91...-1• ao y aWU-~ como la •i~ y tmhaloaa. La pteaoncia de alaunas 
ª M • la 9iicoliaia COIDO la enol-, ha sido p-la en evidencia iodirect.amenlc por la 

imlailÑC:iClm • la ....-ir.ción por fluorun> y la del ciclo de ICJ'ebs por iailibición con malonalO. 

- ........ - llici9roa en la a9p0Bja mari- HeücCHMlriM ,_¡,e.a (~11, 1952), ain em­

....... '---- 110 fl.ron aial..aa. ni caracterialld•. El efecto ináibilorio del malonato da 
•~de la -~ia de la enzima aua:fnico deahidropn- como - pane intearante 

- a. C.-.. 011Mietiva e indiiec-n&<: en el ciclo de loa 6<:idoa tricarboxfiicoa. Tampoco ae ha 
~ ' .._la pMaencia deciloc,....._, au1141ue la inhibición de la .-pirecióo con cianwo, 

....- .. ,._,Ía de CÍKJcRJllK> OJ[Íd-. 

Lo •..-.O .._.. -.ur .,.- de •-ir-to que la información e•--..te en la literatW'll 

- •t ......,lialllO, -r ~ 4c 1- enaim- involucrade9 en di....__ -pecios como 
~ -pireción, ele., del pltylum Porifwlra. aún ea muy w:.ao, por lo que este campo 
_..... __,.¡vo ,..... au inveatisación. "'-1-. el in...- del ~te lrabajo ea aislar, purificar y caracterizar •launas 
_ _, __ laWmlfticea de la ....-;a meri- Splwcio.sp<»ogU. ~ por malio do técnicas 

IÑDllUf•ica. ~..-.&a- inveatimac._. apuñarían información muy valK.a, con respecto 

a la llUIFicióll de ...._ orpniama&, a-....ao -r el conocimiento de eakl9 lnvenebradoa. 



OBJETIVOS DE ESTA TESIS 

1.- -udioa -lizados sobre esponjas marin- se han cnfOCMlo principal-to aJ 

.--iearo de proctucro. bioectivos de bajo ,-o molecular, re.,..-n&ando una .. o varied.cl 

de-qufmic:.s y propiedades fannacoló¡pcas. SalvoalaJUnascaoepc.,_, pr6cticamcmtc 

ao • .._ estudiado proteínas y polipéptidos de estos organismos, cuando -- pueden -r de 

ar- illlponancia en la actividad metabólica. 

o.da Ja~ información sobre la exiatencia y función que ~peftan 1-enzi- en 

.,.._.iamoa tan primitivos COUlO las esponJU, es1e trabajo- enfoca al aialamieelo, puriBc.ción 

y --=-riw:ión de una enzima proleolftica de la esponja marina S¡pill•~ .... ~ 

.. ¡ •to ClOIDO objetivos principales los si•uientes puntos: 

a) l!atab1-r .._ •trlltegia de purificación 

b) Caracterizar a la proteasa, en cuanto a .i:-o molecular, coeñciellle de extinción, punto 
i9oeléctrico, pruebas de actividad protcolftica y pruebas de inhibición 

c)Detcorminar-tativamente el patrón de pleaamienrode Ja macnHDOl*u.la pordi<:roiaalo 

cbcuJac. 



Pbylum 

a­
Su1>c1aae 

Orden 
Familia 

Género 
SphFcigapgnaia vqparia 

Ponft.,;ra 

Demospongiae 

Tetractinomorpha 

Hedromeride 

Spirastrellidae 

Sphec1ospongie 

Laubenfels, 1932. 

Randall y Hertmann, 1968. 

En la Fig.1 se observa un ejemplar de la esponja Splteciospongia vespario. 



A.REA DE COLECTA. 

l!I - de oolocta - encuentra en la cc."la caribeña de la Península de Yucau'in y -

---..m. por - tormación arrccifal del tipo barrera. en donde se localiza Puerto Morelos., 

W I• w*"MMI• 20° 42' y 20º 52' de latitud N y 86° 51' de lon&itud O. Fi& 2. 

lAI 'W9ÍÓll ,,.-nta un clima cálido-subhúmedo con precipitación pluvial máxima en el 

- (Gan:ia. 1964). E.ata región se encuentra bajo la influencia de vientos dominantes en 
_.., E-O-...,¡..,. ocasionalmente al SE-NO por la presencia del continente (Secretaria de 

'Mari-. 1974). 

lAI -....-tura superficial media anual del agua varía enlre 25.6° en enero y 29ºC en 

...-o. coa pnHnedio anual de 27.5ºC. La dirección de la corriente superficial marina va de aur 

•--(5-:n=laria de Marina, 1974). No existe aportación de aaua dulce del continente por rioa, 

ai- por la .,._ncia de cenotes. Las marcas son mixtas y de poca amplitud. 

- CANCUN 

DE MEXICO ----
-~ -- 20• !52' 

MORE LOS ---------



MATERIALES Y METODOS 

Lu esponj- de Splaecio$¡HNagU. ~ se recolectaron en la localidad de Puerto 
Morelos, Ede. de Quintana Roo. El m<!itodo empicado fue el de buceo, ya que meas- encuentran 

-- los 3-10 metroa de profundidad. Posteriormente se transportlUOn - hielo al labonatorio 
y ae conaclaJ'oa a -20ºC hasta su uao. 

EsnlA.cc1Ólll 

La esponja húmeda se ,-6 (en peso seco corresponde al 189') y - cortó en s-f._ 
peque6os, los que se lavaron perfectamenle con aaua corriente y ~ oon apa deatilacla; 

•to • para eliminar a los organismos simbiontes que pudieran •tar .,-otea en Ja m~a. 
Poatoriormente se llevó a cabo una molienda en un bomopnizador UltraTurrax durante 10 mio 

eo un regulador Tris-HCI 0.05 M. 0.3 M de NaCI, pH de 7.0 y una tem.,.,.e:u.. de 4°C. Una vez 

que fue obtenido el homogeniuodo se filtró a trav~ de una •- •e6ril, y -le cxtracM> ae 

aeotrifugó a 31000 X ai duran le 50 minutos a una temperatura de •ºC. ,,_,..,liminar to. ,_iduos 

Sil idos. 

Con el exu.cto ocotrifua¡ado se llevó a cabo una precipit.clón tr.x:iooada utiliaando 

auJüao de -io. Primero ae llevó de 0-50'.lf> de .. tur.ción y i-- a te 50-80Wo y ae 

almw-nó a 9"Cduran1e 15 llor•. Lo9 precipic.d<» fueron...,_... por«»Mrifu.-::ión a 31000 

X8dWWlte45mio,deapu6lsedisolvieronydializaroneoaJJWldesliladaparaelimioarelsulfato 

• ~- Para esao se utilUiaroc membranas de diáliaia (Spec:lnpor COll ....,ación de s-o 
-a.eular 9000-8000 daltones) 1- cual• ae colocaron en un &pm'8tO de dialiaia contfoua 

(.AnlWUfa. 1968). Dicho aparato permite el movimiento de la bolaa de dNiliaia y del contenido. 

A _.,_ .oluc~ ae lea probó actividad proteolftica y amiiolflica, •acon-ndo que el 
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paeoipillldo oblcnido al llevar a 50% de salUración presentaba actividad pn>toolrtica. 

a) CF0-'°9raffa de Flltració• ea Gel. 

El extracto dial izado. con actividad proteolftica fue sometido a cromatograffa de filtración 

en gel. Eata se llevó a cabo a temperatura ambiente. cu un sistema LKB que conaialc de: un 

colector Ultrorac ll, una bomba peristáltica Varioperpex. un monitor de at.orbancia con filtro 

para 280 nm modelo Uvicord S y un re¡iistrador. Este método de separación de moléculas de 

acuerdo a su tamaño y forma se logra por el uao de un tamiz molecular (aoportea inerte&). En 

esta técnica la separación de proteínas se basa en sus diferencias de peao molecular: aquellas 

moléculas capaces de penetrar en Jos espacios de la fase estacionaria se mueven más lentamente 

a través de la columna, en camhio las moléculas de mayor tamaño no entran en ella por Jo que 

se mueven más rápidamente en Ja cama cromatolJTAfica. La elución de loa componentca es en 

orden decreciente en peso molecular. Comercialmente existen &eles con diferentes límites de 

exclusión; en nuestro caso utilizamos una columna de Ultroael AcA-54 (5% Acrilamida y 4% 

de Agarosa) con dimensiones de 72.5 X 5 cm. Este 11el permite separaciones de moléculas con 

pesos moleculares entre 5000-75000 daltones. La muestra se eluyó con un no11ulador Tris-HCI 

0.05 M. 0.3 M NaCI, pH 7.0. La velocidad de flujo se ajustó a 30 ml/br., reaistrándoae la 

absorbancia a 280 nm. y colectándose fracciones de 10.5 mi. La fracción conteniendo a la 

proteasa de esponja fue recirculada en la misma columna en las mismaa condiciones. 

La fr11eeión recir<.:ulada conteniendo Ja actividad proteotrtica fue concentrlMia por 

liofilización. Para esto, "1 material se colocó en un matraz redondo de vidrio. ocupando el 10% 

de su ca.,_cidad, congelándolo en una mezcla de acetona y hielo seco y diatribuyéndolo por 

rotación en la mayor superfi<.:ie de la bola para que la capa conplada fuera dela.cta y 

homoaé-. Posteriormente se colocó en el LiofiliZMlor (EF4, Modulyo Freeze Dryer. 

Edwards) conectado a una bomba de vacío. 

e)~ de l•leraccióa Hidrof'óhk9. 

En_ .. técnica la muestra se aplica a la columna (tiene una matriz bidrofóbica que puede 
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- •a su cadena lateral ¡pu¡><» octilo o fenilo) bajo condiciones que favorezcan los eulaccs 

lailhofóbicos; 6sto se lo¡p-a utilizando Wl eluyentc con una fuerza iónica muy alta. que en este 

- .,. el sulfato de amonio. Pos&erionnente la.s proteínas se e luyen de la columna mediante un 

padiente dcacendienre de (NH4),SO •. 

En eate caso. la fracción con actividad proteolfliC41 fué concenu.da y dializada contra el 

retJU!ador con el cual se equilibró la columna. se aplicó a la columna de cromatoara.ffa de 

ialeracción hidrofóbiC41 Octil-Shcpar<»e CL-4B (43 X 1.6 cm.) equiUmwt. con reauJador de 

Tria-HCI 0.05 M. pH 7.0. 0.3 M de (NH.),SO,. La velocidad de flujo fue de 7.5 mJ/lu. y se 

c:olectarofl fracciones de 2 . .5 mi. LA elución se llevó a cabo aplie11ndo ua ..-..iiente de sulfato de 
amonio (0.3-0.0 M). 

La cromatoarafia líquida de alta reaohición preaeota una -ne de -.itajas con respecto a 

la croma&otJraffa tradicional. como 90n: su v.,...tilidad, rapidc&, repl"Oducibilidad. estabilidad 

y -ibilidad. En el caao de la cromatosraffa de inlercambio iónico 1- plOlefn- se unen a los 

interc.ambi ... o.- iónioos como ..-ul~ de las interacciones elec~ticas antro 6ai.a y la 

matriz. La retención se incrementa en proporción a la dc-idad de carp, tanto de la matriz 

intercambiedora como de la proieíoa. La matriz intercambiadora cotWla de tpUpoa caraados que 

ac bailan covalenlemente unida. a ella, los cual-•* -.ciedos a W- móvil- que pueden 

acr intercambiadoa reversiblemente con otl'09 iooea de la mi.ama carp ain qu.; se altere la matriz. 

1-proref-. debido a la ..-ocia de ... ,... carboxUicoa y _.¡_ ,,._..tan Ja propicd.ci de 

comportar8e como 6cidCM1 o como ~ <-W.- o cat"'-)· Eata propiedad depende de su 

punlo i-i.:mco y por lo tanto del pH del medio. que aumenta o dioaminuye, selJÚD el ca.o, Ja 

di9ociecióo de aua tpUpoa caraciertaticoa. Si ac encuentran admc....,_..• caraad- pueden ser 

unid• a la matriz con diferente fue..- dep9adiendo de la m,..ait\ad de llU C8F9A neta. LA ehicióo 

de 1• protefn• reteoid• - kJsra IP9diante el •-Dio - la fuen. ióaN» del eluyeote.. Cada 
-..-a• de la m-tra • _,,..... con dÜl!lnm• tiempo y velocw.t y• q- ..-o distinta 

úiaidad por el in•roambi8dor. 

l!a •• TralMjo ac utilim un cn>ma...,._fo de líqWdo8 de alta _,lución (HPLC-LKB) 

y - columna TSK-OEAE-5PW (7.5 X O. 75 cm). equ.iliw.d8 coa ...... ...,.. de foefatos 0.0.5 

M. pff 5.95. Para la elucióo de la m_.... - UllÓ un ,_.ieate de .N.cJ de O a 1.0 M (0.03 MI 

lllin) en el miamo f'e9Ulack>r. u ,,.loc"'-d de flujo • aj-t6 O. 7 ml/mia~ ~Uíodc.e lu 

fl--=itw - UD detector -s-cua1 l !i0-370 lllll. 
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ne.de la epoca de Büchner sabemos que la actividad de las cnzim- pueden medirse en 

a~ia cicelementoscclula.res vivos. Sien algunos casos esto no se ha logrado, se debe atribuir 

a ca- derivadas de los métodos empleados en su extracción o al¡¡unas veces a la poca 

eatabilidad de cienas enzimas cuando se les separa del medio celular. En el presente trabajo se 

..Ulizan>n dos métodos para medir la actividad pro!A:Olltica que son: 

a)El método de Rinderknecht. et al. (1968)enel cual a 1 mgdecuero-azure (Hidc 

'"°""<ler Azure)en 1.9 mi re&uladordeTris-HCL0.05 M. pH 7.0, se adicionan 

100 ¡Al. de la solución conteniendo la pl:'OteaSa. La mezcla se incuba a 37ºC 

durante 90 minuto&, se filtra y se determina absorbancia a 600 nm, utilizando 

como teslijJO la misma solución de Hide Powdcr Azure pero a la cual..., le 

....,.an 100 .,.1. de H.,O destilada en luaar de la muestra. E.ale ea un método 

muy -n&ible para la determinación colorimétrica de la actividad protcolltica 

y-úi baaadoenel uso de un sustrato inaolubleque proviene del polvo de cuero 

(lficlc Powder Azure-SIGMA). al cual se ha unido covalentcmente al azul 

brillante de Remazol. La actividad es proporcional a la liberación del colorante.. 

Para encontrar el pH óptimo de la prot....a sobre este suatrato, - llevaron a 

cabo determinaciones de actividad en función del pH, a 37ºC. duranle 60 min. 

El pH óptimo de ésta enzima fué de 7.0 (fisura 3A). 

b) BI ~de Kunitz (19'7) modificedo por S&arbieri (1963). En este caso a 

1.9 mi. de una 90lución de CMeina al 1...,, en retJUlador de tu.fatoa O.OS M a 

pH 7.0, - adicionan 100 ¡Al de la m.-tra y .e incuba a 37°C duranie 90 

lllinuioa. lnmediatamcntc - ...,....º 3 mi. de fK:ido lricloroe<:éúco al 5""' para 

..,,...._.la~íón.-C*llri~y-detennioaai.orbam:iadsleohrenoadanle 

a~ am. ConlO -tijJO.., utiliza la misma 90lución de ..-ina a la cual ae le 

...,. .. la m.-tra deapu61 del 6cido triclon:>ae6tico. 1A a~a -

~ional a loa amioo6cidcm arom6ticos lit.er.dos y re~la una medida 
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* la actividad enzilnlítica. Una unidad de actividad se define como el 

inc:llemeolO de una unidad de absorción, en un minuto a 35ªC y pH 7 .O. Debido 

a la piec:ipiiación de la caselna a pH leidos. se utilizó cuero-azure para 

GID-&nlir la curva de actividad va pH . 

........ _ .. _!l.._ .. • AcU••-• _....,. dlfi .. •-._.._ ... ..._ 
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S. pn>b6 la actividad de la proteasa de Spll.ciospolagia WJs,,_-;. 80brc varios suatra&c» 

ai8*icoa: a-N benzoil-L aqsinina etil áoter (BAEE). Hipuril-L-fenilalanina (HLPA), N-CBZ­

L-&Uoaina p-nitrofenil áter y a-N-benzoil-DL-arainina p-nitroanilida (BAPNA). Laa 
--.m.cia- cin6tica9 se llevaron a cabo utilizando un capectofo~tro Varian modelo 

CAaY 1/3 de doble canal, equipado con chaquei.s ténnica9 para IM celd•. 
&l loa •)(JICrimentos con BA.EE. se utilizó el método reportado por Wbitalr.er y Bender 

(1~). Ea - CMO tanlO la celda testi&o como la celda de re.cción contenfan 800 ..,.i. de 

............ •N-2-hidroxietil piperazina-N'-6cidoetanoaulfónico(HEPES)0.1M,pH7.5y170 

..,.J • BAEE 0.6 mM en el mismo reaulador. AmbaB celdaa fueron incubedaa a 34ªC durante 10 

•i-. p_. iniciar la reacción ae adicionaron 30 ..,.1 de enzima a la celda de reección y 30 ..,.J 
• 112() ._dl...., al -tiao, :oc mezclaron y ae reptró el awnenk> en la ai..on..ocia a 253 nm 
d_.., 10111inu11De. El 6E para BA-BAEE (benzoil ar&inina-benzoil aqpnina etil áter) ea de 

1071 M·'Gm·'. 

Coa HLPA ae utililll6 el metodo dc:8cril0 por Follr. y Schinnet (1963). que co-iate en 

ooaoc.r- 81Db99 celd- 980 µl. de sustrato 1.0 mM de HLP A en 0.5 M de NaCI en un replador 

'hW-llCL 0.0!5 M pH 7.0. Se dejaron incube.- por 10 minuloa a 34°C. p.,. iniciar la ......a:ióo 

- Mlic:--..00 20 ..,.J ff,,O deati lada al -ti90 y 20 ..,.1 de enzima a la otra celda. Se me=laron y 

- midió •I a-lO en la a'->rbaocia a 254 nm durante 10 mioullDe. 

Coll aAPNA el ,.todo empleado fue el de Finir.. SchieMler, Anlllokl y Fritz (1972). Ea 
_. _, 1- cetdM contenía 645 ..,.1 de tqJUledor Tri9-HCI O.OS M, pH 7.0 y 350 ..,.J de a-.1o 

6.0 aM tle BAPNA en ..... destilMia, 1- cualea ae iocutleroe a 34ºC d-le 10 minu-. 

... , iow 1a1e • aftedió 50 ..,.J de ..... deetilMia a la celda_¡_., y SO.._¡ de enzima a la otra 

..... y - •illió el cambio de •baorbencia a 405 am. 

a..~ ~..-.i ....... e1 -'*'cpa•Ulilm6tu&et• sw -•m (1974). Lm 
_. .. ___ •97StA1ca-..-....c1e-1o.omM.pH4.6 .... 2S..,t•_,1s,0mM<pemnta 



Gi&ue11o_ ,_..,_,..~(8a). Se ~a2S"Cdwwne 10llliaulesyciaapá-.aicioa6 

al bill&O 2S ..,i • la meacia 8'lelOnilrilo-.lliJ,Ull y- la Clllra oekla 2S ..,i de ....ama. - - --midi6 .. 
-*'en la~ a 340 rvn. dWWMC 10 minUIO&. 

AJsu- a ... tancias afladid- a una solución que contiene una enzima y su sustrato 

pR)ducen uaa disminución de la acción catalftica de la enzima, que p.-ie lle11ar a anularse. A 

eatu suataaci• ae les denomina inhibido•- de la acción enzimatica. 

Se pn>INiroo inhibido.- es,_cfficos para diferentes tipos de prot-..: para las tiólicaa se 

U9Ó el aoet.eo Jienil mercurico, para serímcas el floruro de fenil mctil sulfonilo y pera 

metalop~ el ácidoetilendiamino tctracético (EDTA) y l, 10 fenantrolina. Le~ de 

la -ponja ae -lió a estos agentes para tratar de determinar cual de ellos inhibía su actividad 

aobre cuero-ezure como ya se ha descrito. 

El m4«Jdo coosislió en preparar por separado: acetato fenil mcrcurico 0.1 mM, 1,10 

fenantrolina 0.1 mM; EDTA 1 O.O mM; y floruro de fenil melil sulfonilo 10.0 mM, en ..,.uledor 

Tria-HCI 0.05 M con 0.3 M de NaCI pH 7.0. Se toman 1.9 mi del reauledor con el inbibidor y 

se aftadió 0.1 mi de la pruieasa de esponja. El tcali90 se preparó de la millma manera. paro en 
luaar de afiadirle 0.1 mi de enzima. se le adicionó 0.1 mi del reaulador con el inbibidor. 

Le re.:ición ae llevó a cabo a 37°C dunon.., 3 hor-. dcapWia de lol cuala - midió 

abeorbanciaa600nm.Laaclividadaec.,,._.comoladifercnciadeati.on:iónen-elprohlcma 

y el -lilJO . 

........... ........... - l!lauli ........ ....._ <-AEE>· 

El a..vato que ae utiliaó fue BAEE y ae sisuió la miama técnica que - u-6 ,_a i. 
--.ni..-cim de M:tividad de •terMa, con la excepción de que el ..,..,i...- HEPES COIHeDfa 

loa inhi~ 1,10 fenallrolina o EDTA en una conceotncióll de 0.1 111M y 1.5.0 mM 
_,_ruv_... La pro~ de •ponja ae incubó con el inbibidor -pmctivo durante 60 

minu-. ~...-iormentc ae determinó si había activid..t midiendo el a-de abeoR::ión a 

2.53 - dW'8Ble S minutoa. 



Cwdl'lcacióa ... U 3 f 9 

PIU'a •tc fin 9C utiliaó el ~-BCA• "-in Aaay lleapnt de -00 el m6uxlou 

Smith, et al. (1 MS). el c-1 - i:te.:ribe a conliaU8Cióa. 

•Acide ~faico (BC:A) 

&ac...,.;YO•muysensibieperaladetermill9Cióo•,-ctn>foto11111Wioadela~IRCióa 

de pn>tef- - aeluc~ ac-. El m610do combU.. la reacción de Biwct (la J>R*lna 
-.ioaa - eua.en un medio alcalino para prod11eir c..1

•). Con·- ~faticaa del .8CA 

PROTEINA + Cu +z 
BCA• 

OH; H;z<> 

Complejo BCA-Cu +t 

e.I oolor pWpw'm del prod- de la l'eaCCi6n - fonn..to por la ia...-acci611 de dom moWiouJas da 

llCA- uaa del ión ~ eu••. Bale• aolubl& ea..- y.,._ .. - '-1e ablon>i(ia a 
562nm. 

JU reactivo ~ial (Pierce) ~la de I• aip..._ aoluci~: 

Procedimiento: a 2.0 mi de .-ctivo C •le adíe~ 0.1 mi de aol~ conlelúeudo 2IOs 

1200 ,.._ de ~(na, de8pu6I - iacuba a 37"C d-le 30 miauloL Y...i-te 9C a- Ja 

~ • 562 nm coatna wi bl_, de reec:ti-. 
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La caaUdad de pn>tef- concenida en Ja m.-ira "" delCnnina i..-polaodo el daco de 

a'-ort>ancia - una curva tipo elabonlda con -«mMI- de albúmina de bovino a diferentos 
coaoenu-acw- (Fía. 3b). 

Este - determinó de la sipiente manera. A una m.-tra de Ja ~ pcrfect.amea&c 

dializada contn ....- dcatiJada se Je deiennioó el con._ido de proaernai de acuerdo al m45rodo 

deacriio anfillrionnentc. Par.lelamente a -lo - le midió A.o nm. Para calcular el coeficiente de 

extinción N ocupó Ja aiauientc rel9Ción: 

E••- A.,..i[cJ{J] 

Donde: 

El•- =coef"tcienle de extinción a 280 nm 

c • oonocntración de protcfJul en ma/1111 
1 = lootJilUd del,._, de luz en cm 

..,_.nn'n Mil •1 ..._.. Motae.lar. 

Elpe90moleculardelaproteWde~ ... _...,--~,,_eiecllotioNaill 

en microselea de SDS-poli-=rilamida (0.4SX43X.SO mm)-......_. a-254 a 250 v. 10 

mA y lSºC. Se .. rilmaion pac:ron. con .--moiecuJ-coaocid.- de9de 14.~i.-aa N,000 

daltooes (Pharmacia eiectroptto._ia calibntion kit). El J'l'DC*limieato ,._. fij-, le6ir y de9teftir 

• el dcacriro pcw Neuhoff. el aL (1985). r.. at.o.ción y ,.._ición de laa ......_ • leyó cu Wl 

~tómetro 1-lill 2202 UlllO Sean. COlll el fin de kl9rW - ~-- m611 e.-..::a. de io. 

-ultedoa. P.,. ~-ir wia curva de caJitlnción, - lrll&Ó el lcJtlwitmo di: ,-o molecular 

coean el iopribllO de i. movilidad n:lativa Fi• 4. 

eurv. .. <:aÜWecióe pan la defennin.ción del~ moi9cular (1-ltia, et .J. 1976). Loa 
.,.-utiU...O. .r-ion: Foaforil- b (94,000), Albúmina de llovi.:>(67,000), o-!búmina 

(43.000), AaJtidr-a carbónica (30,000), Inhibidor de tripaiea .a. frijol se aoya 

(20.100) y a la -lbúmina {14,400).. 



1 • .. • 

.... .. _ ........ .... 



I! 
.! 

••• 
~ • 9.6153 - 3.0168a R"2 • 0.993 

.... 

... .__~~~---~~~..&...~~~--~~~_._~~~~~~~-1.~~~~~~~~ .... ... 1.7 .. . 1.9 ...... ., 
rte. 4 C..-.a de caUbraei6a para la detern.iaacióa del peso DM>leeat.r. 
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La proteaaa ae sometió a enfoque isoeléctrico en microplacas (0.3SX0.43X50 mm) con 
gradiente de pH de 3-9. en un Phast System de Phannacia. Se utilizó el ltil de calibración de 

punlOS isoeléctriCOll de Phannacia para obtener la curva patrón, graficando el pH contra la 

movilidad relativa de las proteínas. Fig. 5. 

Los pairo.- que se utilizaron fueron: Amiloglucosidasa (3.50), lnhibidor de tripsina de 

frijol de soya (4.55). S-lacloiJlobulina A (5.20). Anhidra.sa carbónica de bovino B (5.85), 

Anhidrasa cairbónica de humano B (6.55), Mioglobina de caballo ácida (6.85). Mioglobina de 

caballo búica (7.35), Lectina de lenteja ácida (8.15). Lectina de lenteja neutra (8.45). Lcctioa 

de lenteja búica (8.65). Tripsinóaeno (9.30). 

Al&UD<J9 métodos que aportan información estructural global de 1- protern- son la 

dispersión rotatoria óptica (DRO) y el dicroismo circular (DC'). La estructura secundaria de una 

proteína se puede determinar por dicroismo circular. El aparato que se utiliza para realizar 6-tos 

-tudios ea uo -pectropolar!metro, que pennite utilizar radiación electromaKJM!tica en el 

intervalo de lont1itudea de onda de 180 a 700 nm. 

Los -pectroa de dicroísmo circular fuerón hechos a 2SºC en un -pectropolarimetro 

JASCOJ-SOOA, el cual- calibró con acido (+)-lO<amforsulfónico (C-im, etal. 1969). Loa 

experimeneo. - reelizaron con soluciones de 0.12 a O. 14 mg/ml en una celda de 1 mm para la 

ret1ión del ultravioleta (UV) lejano (183-260 nm). Las muestras usad- para los espectroa de 

dicroismocircuJ ... fueron las que se obtuvieron de las rccirculacionesde lac:romalOIJrafiadealta 

reaolución y 1- cu.lea fueron dializadas contra un regulador de fosfatoa 0.01 M. pH 7.0. 

La conceotr.:ión de la m.-tta - determinó por absorción de ha, utilizando el 

eoeficieote de mrtiación (A•• 1._->- La eliptic idad por residuo medio, (8]. - calculó utilizando 

- ma.a molecular de 110 8 mo1·1 por residuo, de acuerdo a la relación: 

Donde: 

[el-
e-

[8] = 1 00 · 8 / C.I (Sredos cm2 / decimol). 

eliptM:idM molar por residuo 

eliptM:ldH 

c-
1-

ooooentración mol..- de residuos 

Ioncitud de recorrido óptico, - cm 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

~ - LA Jli:NZIMA PllOTEOLITICA. 

El ..-.Ooblenido después de la precipitación con sulfate de amonio, como se describe 

- le-idm -..nor, y donde se encontró la actividad protcolftíca. se aplicó a una columna de 

fillr8CÍÓll - pi. El perfil de elución se muestra en la fi!?ura hA en donde se observan varios 

"-P' --a loa '1- •lea probó actividad pmteolftica sohrc caseína por el método de Kunitz 

(1947) y_,...~ por el método de Rinderknecht ( 1 %~ ). La actividad se encontró en 

el pico (IV);_ .. &.cción fue recirculada en la misma columna obteniéndoac un pico único 

au..tric:o <Fi9- 68). A ,_nir de esta fracción se continuó la purificación y caracterización. 

lA "-x:ión anllcrior, concentrada y dializada, se aplicó a una columna de interacción 

hW.Ofóba Octil-Sephelu9e CL-4B. En la figura 7 se observa el patrón de elución el cual 

m-. 2 ......_, la primera que contiene material que no se une y la segunda que es fuertemente 

_... - i. colwn-. La actividad se encontró en el segundo pico. lo que sugiere que la 

m p 1 ficie* i.-i111a - baatanle hidmfóbica. Esta fracción activa se dializó y concentró para 

-llcrla a cn:>m•totJr•fia de intercambio aniónico en un equi¡x> de cromatografía lrquida de 

alta r-.ol-'611 (HPLC). En el patrón de elución (figura 8) se observan 6 picos principales, de 

lom-'-aotoel ten>ero ~ntó actividad proteolílica, con un volumen de 4.2 mi. conteniendo 

0.92 m•--1· La friacción con actividad se recirculó en varias inyecciones de 1 .O mi. El perfil 

de elllCÍÓll - ot..rva - la fisura 9 y muestra nuevamente el pico con un pequeño hombro. AJ 

----- pico a electrofo"'8.i8 en microplacas de polis~ rilemide-SDS, como se describe en 

llllmWi•'- y Jtl•i--. - otleervamn 3 bandas. Por consiguiente se p~ió a realizar una 

-. ~ pero modificando el gradiente de NaCI (0.02 M/min), y colectando 

A"a 1 - ..- ,........._ Fiaelmente ae obtuvo un pico sim~trico como se o'-erva en la fiauca 

10, _,........, -.- la Jli' 1 •• -laba adecuadamente purificada. En la labia J ae resumen loa 

-- 1 ° W • la ,_.¡ficacióa. 

Ca_ ..... ...__ 

ea. el Jl"Jll6aito de comprober la b<>ln<>pneidad de la fracción del último pM<> de 
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mi 

FIG. 6A CllOMATOGRAFÍA DE EXCLUSIÓN MOLECULAR EN AcA-54. 

El exirw;:to dializ.clo con actividad proteolftica se aplicó a la columna de Ultrogel AcA-54. 
La -loGidMI de esta cromatografía fue de 30 ml/hr y se colectaron fracciones de 10 nü por 
tubo. La ectividlld se enconttó en el pico IV. 

C•I--.; AcA-54 
Ot-•-•= '1'2.5 • 5.0 na 
fhtij•: 30 ... ,.,,,. 
...... ..._.: Tr,••HCI O.OS n. 0.3 M•CI .... 7.0 

.-. 

-'"' 
PIG. 68 lllEClaCULACIÓN DEL PICO IV EN LAS MISMAS CONDICIONES. 
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Columna: Oclil-Seferose CL-48 
Dimensiones: 43 .O X 1 .6 cm 
Flujo· 7 5 ml/hr 
Regul•dor: Tris-HCI O .05 M. pH 7 .O con 

ttrecllenle 0.3-0.0 l'1 CMH4>2S04 

IV-• 

T zoo ' 300 zso mi 

FIG. 7 CROMATOGRAFÍA DE INTERACCIÓN HIDRFÓBICA. 

NaCI (M) 

0.3 

0.15 

11.1 pico IV se aplicó a una columna hidrofóbica de octi.l-sepharose CL-4B. La velocidad de esta crornatografia fue 7.5 mlJhr y -
ee1ectaron fracciones de 2.5 1111 por tubo. Se eluyó por medio de un gradiente de sulfato de anronio (0.3--0.0). La actividad de la 

pwoe1eua se encontró en el pico II. que es fuertemente retenido en la colurrrna. La línea punteada corresponde al gradiente de NaCl. 
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FIO. 8 CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO JÓNICO DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC)l 

Se 11plic6 una muestra de la fracción (IV.rI). El perfil de elución muestra 6 picos principales, pero sólo el pico m presonló 
.ativided proteolítica. La muestra se eluyó en un gradiente de NaCI l0.04M/rnin). La linea punteada representa el gradiente. 
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FJG. 9 CROMATOGRAFÍA DE 11'.TERCAMBIO IÓNICO DE AL TA RESOLUCIÓN 
(HPLC)2 

NaCl(M) 
1 

• • 

.2 

La fracción UV .11.UD se recirculó en la misma columna, pero modificando el gradiente de 
NaCI (0.03 M/min). En este perfil se observa la fracción conteniendo la actividad 
proteolitica La línea punteada representa el gradiente de NaCl. 

A290 
1 

•• 

• 2 

1 roluft>l\.e 1 O.,k lH Al ~t·w 

llrft't•llSl1tft•' 1 .. • 0 1~ <- .... 
t lu¡o O.., owll••" 
w- ..... 1 .. "'.,., ... ,.,u·n,.1"""11"''º" o o~ rt.P-H ~ "'':i 

e- • .... ,.,.,. a 1 r1 ,..t 1 

... 20 .. ...... 

NaCt (M) .. 

•• 

• • 

PIO. 10 CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO JÓNICO DE ALTA RESOLUCIÓN 
(HPLC)3 

La fracción principal de la segunda recirculación de HPLC se sometió nuevamente a 
c:nxnarograffa de illU2"Carnbio iónico en las mismas co1l<fo .. 1ones. pero modificando el gnidiente 
de NaCI (0.02 M/min). 
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puFificación. que contenía la actividad. se procedió a someterla a técnW.. elcctrofuréticas. En 

la fisura 11 se presenta la fotograffa del gel de elcctroforésis en poliacrilamida en donde ac 
~a una aola banda y en la figura 12 la futoairaífa del gel de electrof01e&is en SDS­

poliacnl-ida donde también se ob&erva una sola banda. Según cstoa crircrioa. aparentemente 

- había lasrado separar la pequeña contaminación presente, la cual producía un pK:o 

lipAJneate -irnétrico. A partir de esta fracción se iniciaron los estudios de car•cterización . 

..... , _ _.micllém mi .._... M~r. 

Al determinar el,-. molecular de la~ pura. en micfUFl-de SDS-poliacrilamida 

-.-..a-...de8-25%seobtuvounvalorde27.700dal-..Compar-Mllllo-tevalorconov.a 
-ailll- CIOlfto la quimotripaina (25,000 daltonea), Kallikreina A (27,000 dalto,_), 

cmiloxi,....._de Krill (27,000dallo-), trombina B (28,000dal~)proeei_. K.(28,500 

daJ"'-), elldoproteinaaa Ars-C (30,000 dallO-) y la tennoliaina (37,500del~). podemos 

decir q- cee dentro del promedio de ~de oriFn veaetal y ani-1. 

C•ft 11 a• * IE~6a. 
Lacm1tidaddeproecfnaenlafracciónfi-l-datenninaronporel_...,decuaatifiQICión 

•~'-de BCA. En eaie ~ ac utilizaron 111-uaa filtrad- por_...._ MillipEWe COR 
- :di...._., de poro 0.45 .,._ La~ -f• una COllCl>ntración 0.20ll ...,..J y una i.ctun de 

'1 ti6a • 2.-> lllll de 0.300, por lo tanto el valor del coeficienee de exti.móa 6- 1.44 ,_..la 

p; pwif"icad• • 

.._.,...._utilia6enloseJl)l8ri-aoaaum.c--para-tim•la-*Weddepmoiefaa ____ .... 

U.. - pouif'icella la pFDlll• .. - de--ia6 la 8Clividad aobllll _,_ y - •-N 
..u• t ._.1u:t-•Kaaitz(lM7),~por~ieri(I9iln)ym••i t l allt 
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FIO. 11 ELECTllOPOllESIS EN MICllOOELES 
DE POLIACIULAMIDA DE 12.5._, . Los cmri1es 
1.3.'4.5.6 y 7 contienen la proteaSa pura. 
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FIO. 12 ELECTROFORESIS EN MlCRCK3ELES 
DE SDS-POLlACRil...AMIDA CON GRADIENTE 
DE 8-25%, PARA DETERMINAR EL PESO 
MOLECULAR DE LA PROTEINA. Los carriles 1 
y 7 son los patrones y el 2.3.4 y 5 es la protesaa 
pura a diferentes conc:enl:nleiones. 



.tGL (1968) re:spcctivamcnte. La actividad espccffica se calculó mediante la sipiente relación; 

A280 
Actividad especifica 

T min X ntg protetna 

Los mg. de protelna se calcularon empleando un coeficiente de extinción de 1.44. 

En la Labh1 ll se muestran los resultados de la actividad sobre ca9"'ina y cucro..azure. que 

se obtuvierun en las diferemes etapas de la purificación. 

Los valores oblenido.'i de actividad específica en los dos mélOdoa empleadoa son 

comparaht...:s entre si, pero confrontando con otras protcasas que han sido reportadas en la 

literatura C'->mo se muestra en la labia Ill, se observa que la actividad especffica no es muy alta. 

Esto sugiere que posiblemente la enzima de esponja sea una proteasa del tipo exopeptidaaa pc..­
la baja actividad que presenta sobre éstos sustratos. 

Al determinar el punto i.soeléctrico de la enzima en micropl~ (aradieote de pH 3-9)­

observaron dos bandas con puntos isoeléctricos muy cercanos entre si 4.15 y 4.22 (Fi& 13). E.ato 

DOll permitesuponerqucestaenzimacsta compuesta por dos formas molecul- muy símil-. 

6ata misma situación se ha observado para la carboxipeptidasa de Krill, donde- ot.ervaron 2 

formas moleculares también, Knut, et al. (1985). 

Con el advenimiento de nuevas ~<micas experimentales se ha kJtp"8do demoall"ar que 

muchas enzimas que se reportaban como única&, eataben constitufdas ...i-ote por fono• 

DK>lcculares multiplea. Kramer y Whitaker (1969) pn>puaieroo las teorí• '--'IM en estudioa 

de origen gené'tico y no aen6tico, para explicar el polimortiamo molecul•. 

Las diferencias apn:ciables en las caracterfsticM de 1- fonnas moa.e.u- pu.len aer el 

-ultedo de variacio.- de origen pn6tico en la comp<19ición de amino6cidoa que modifican 

lea propiedades flsicoqufmicas de la pn>-a. 

Se utilizaron 4 suatratoa y loe reaultadoa me m-tt8D en la tabla IV. 



racc a 

Columna TSK DEAE-5PW 
HPLC 
Columna TSK DEAE-5PW 

HPLC 

Hemisfericina 

Pan.fna 

Qui na 11 

IUllilaefna 

P'rol!•• de Esaonia 

TA.aLAD 

TA.al.A DI 

AC•I•- •- • -~ -
Ea.,.c:fflca ---e-•- u1-. 

3.03 Garduño fi ,.¡_ 1974 

2.t• Jo.-et-'-, 1970 

1.27 Solis-~iola et al 1989 

0.650 Kutzbach fi ..l. 1972 

0.251 Eneoole-baio 
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PIO. 13 ENFOQUE ISOELECiltICO EN MlCROPLACAS CON OltADIENTE DE pH 3-9. 

1-c.riJea 1 y 7 • ~- los pMrOneS y el 2,3,4 y 5 es la proteasa pura obtenida de la lerCel'a n!cln;w.ctdo de HPLC. 
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* as:dili o& n ... 
+++ 
++ 

La -)'OI" actividllill a.-im6Uc:a - ~ cMllado la prolcasa de .-ponja actuó IK>bn: 

BAEB. .. e.al - ... -- • - -i906ciillo bMico. 
Ca. el fill ae -..-- la .ctivided ..-Olltica., ..,.ta proteaaa con otra& cnzim• 

ai•i&-. •--....iaó la_ .. ae Micn-lia (Km) utilizando BAEE como suatna&o. ya que 
,. el.- •io -_;.- _11...._. 
ea.~ de•-• O.OS a 1.0 111M - obtuvieron vakwea de -locidad 

_ 2. .. l~y 14.91110--M-..-1. No-.-...-.-ttacio- m6a altMdeauattalO poi' 

.- pt 1 U.itlliciéa,.. •1-. El c6k:uk> •le ~ntc - hiJllO - forma comparativa 
-•I 1 .._ •11...,. ...... .a- et- ...... ....._ - fonn• li_ ... lla la ecu9Ción., 

.......... -~. Eal<Ja 80D: 1 ; ------- 1/V - 111:s1. Eadie Ho ... V - V[S] y 
~- [SVV - [S]. U. -11kal • llal ~lcuk> .. Km ac m-- - la tabla V y.., 
-...- - va"- - owaa ,..__...._el mi&Mo auattalo. 

La ~ia lla loa valoN& lla Km lla la... a* -ponja.., delta a ctue en la curva., Lll---·--llwll ao •iMriMlye .._ "'paiaoa" • i.a m....._ ohaervac~ apropiad-le, 
....,......,.a,,-.a-......c........-~a-i611 -1 a-. la inbibicióa por••~deauattato . 
.._._,.....~ i .. irK._....,.....,___..... .. _oMielwn_im..,._m6a prec::iw 

al - el---.,• ~imMJla. ya.- - ... ~lo ........ ¡...,• -•ttación de 
---.-.el ..-O......_. 1/V .,_..por-.__ .. .,. mientna ctue el paao relativo de (SJI 

V....-,_ - --.r - • 2. wum- (1•1). 
1- ..,._ • Km • la ,.... 11 •• ,,_;n.-. 1a8ejae ctue tiene ._... afinidad por m 

...a. aill -wp .._ vaa.- - ..aa a1-- la,., •-•-punja.-- la -u..­

.......... 11 tr•• 



T~LAV 

-zIMA METOBO EMPLEADO llú9 ,_M) V-• aM -.-t---1 llE .. E&.ENCIA .,, ••claaaponja u--va--Bwti: 1.10 1.021 X to-4 Pn:8cotc ......... ..... ........ ja EadieHo-- 0.61 6.376 X 10-S 
. . ... ···--.. "'·•-tU-... 0.60 6.273 X 10-S 
. . 

~ 0.11 c.- ........ 1971 

c.tllJ e 0.42 Diie .... 1972 

r.--.a 1.34 5.666 X 1o-6 s-u-.e1&19IW 

- 17.7 Tablcloe1& 1~ 

- - 23.0 Jones et al. 1970 . 
F"ICÍl9E 27.0 Jones el el.1970 

Ytcina a 30.0 Jones e1 al. 1970 
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... •' • • I•~ de la Aahrw.d '"-lftir• 

Loa _ludios de inhibición pueden dar cierta información acerca de lacapecificidad de una 

...una, ele la 8"¡uitcctura física y química del sitio activo y del mec8Diamo cinético de la 

~n. En cale Cll80, se llevaron a cabo pruebas para 1.ratar de identificar los grupos que 

pmiticipan en el sitio activo de la proteasa en eatudio. Los agentes que llC utilizaron como 

imllittidor9a de la actividad sobre cucro-azure [Rinderknecht. et al. (1968)] ac presentan en la 

.-..vi. 
e.- ... ultadoa m.-tran que loa inhibidorc:s EDTA y 1,10 fe-bolina inhiben por 

-pieto la activided de la prolcaaa de. esponja. lo que nos hace supo11111" que posiblemente ac 

- l6e - .,...,....._dependiente de al&ún metal . 

... e • •••»lrMll •la Adt•..._. .._,Aftt • 
El .......,IO que -joaea ... ula.doa dió en 1• pr-.t.. de actividad -.-cifica fue BAEE, 

par lo 11- • utiliaó en eaao. experimenllOe. Los inhibidor9a ~ fueKMI 1, 10 feneottoli08 y 

BDT Á, Y• •--loa inhibieron la activid..t protM>Ulica. Los ... ultadOll - ollM!rvan en la 18bla 
VD. 

Los Naulledoe m011traron nuevamenle que la aclivid..t -lerolftica era inhibida por •loa 
pu•U• lo que confirma que - trata de W1a metaloenaima. 

La lúibición de le activid..t enzimatica cauaada i->r EDTA y l, 10 .--itrolioa puede...­
•l -ltado de dom p~: 

a) Por la remoción de un cofactor que -14! involucrado en la cataliaia -.imatica, 

tt) par le ..,,.._,ión de un ión -•lico -nci81 .,_.la -tabili~i6a----.i 

•Ja-.ima . 

........ ,_ .. ~ 
• • ._.... 14 • 111-1ra el~"'° de OC de la prou- • eapoa1ja. La.....­

¡ .... _ ..._ 193-26(} am (UV lejw),- la.- el eapecue de DCtle w ~ -



TAaL.4 VI 

laitibidor•• •-cció• olMerveda 

CH:JC02H..C(>H5 --
PMSF --
EID'f:.4 +++ 

1.10 F-•ntrolin• +-++ 

+-po•ulív• 
- ,._.... __.tiv• 

T~IA VD ..... ••......U• .. .. Aetf• .... c-•h'eeMa .., 
a.lllhMllor '-~ 

~ 100 o.o 
BAP+l 10-fensntrolina o 0.1 

~+EDTA o 15.0 
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JllG. l .. BSPEcrao DE DICltOfSMO CIRCULAR DE LA PROTEASA DE ESPONJA EN LA ltBGION DEL UV-LE.JANO 
(283-260 nm). 
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debido fundamental menee a la conformación secundaria de su cadena polipcpddica (Hcn,._y, 

el al. l 5181). Aün más. Man ..... ·alan y John.son ( 1983) han propuesto que las caractcrfsticas de la 

cueva de OC de una proteína permiten cstablccc:r, en forma tentativa, el patrón de plegamienlO 

de la macromolécula. Así. una proteína puede ser clasificada estructunolmcnte. dentro de una 

delascuatroFandcsclascs ó familias: clase a; clase fi; clase a+j3; ycl-CllJJ, Levitt, et al. (1976). 

Como puede observarse en la figura 14. en el caso de la protcasa estudiada en este t.rabajo 

la magnitud de la señal alcanza un mínimo en 214 nm. Se aprecia también que la eliplicidad en 
loll 220-222 nm. es liaeramente mayor (en valor absoluto) que en 210 nm. 

De acuerdo con los criterios señalados por Manavalan y John.on. ealas CllTllclerfslicas 

indiC<tn que la proteasa de es¡x>nja contiene canridades apreciablea de hoj- j3, probablementc 

en un arrealo de cadenas paralelas en su mayoría; esto es, dicha proteína parece: pertenecer a la 

clase a/fi, o bién a la clase fi. 
En la Tabla Vlll ae presentan los valores de el ipticidad en 21 O y 222 nm., comespoodien­

a los espectros de OC de la proteasa de esponja y de dos metaloprotcasas (ICrrnolisina y 

carboxipeptidasa A). 

TAaLAVIU 

------.: [8] ..... cml ~ 
~-· 

TermoliA1na 222 -9000 vita el at 1979. 

E1 valor del cocienre [0)210 / [8]222 es menor que la unid..t en el ~de la pro--. de 

•ponja. mien~ que en las dos met.aloena:imas dicho cociente• may...- que la wlidad. E.ata 

com.,..-.cióa indica que la enzima aimlada de Splwciospon6ia vru~ no ,_nen«:c a la miama 

familia -tructural de laa otras da. metaloenzim ... 

lA ....._,ión de proreínaa por 8Ceión de IM en&im- prt>901fticaa - aum-DIC 

importa1ne ,,.... el conocimiento del metabolismo celular. Lo. cambioa en calid-1 y cantidad 

de pn>teC- -160 íntimamente liaadoa con la diferenciación oelul ... y COll el dcaanollo del 

orpoiamo. 

Todas IM pro-son intraoeluJ- en al•uoa etapa de au exia•acia y alpnu oir.s -

~,..... _r tranaportadu a eapacioa einr-lul.,_ ~~->que ejenJeo 

au acción~ de 1• úlulaa, por ejemplo, 1- ,.roe- peoc"86ticas lri,._ y quimotripeina, 

._ •I pi- que participan en la coaplación ~inca, eec. Ea--. _... ino-
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iauw:clul- que actúan sobn: proteínas in&cmas o que son traídas a la cXlula por pinocitosia. 

Ea posible que la proteasa aislada de esponja pertenece a este ¡vupo. !"- hay que desintcwar 

laa cXlul• de esta Porifera para poder extraerla. 

S.lllemaa que las enzimas protcolfticas rompen la unión peptfdica de las prolefnas y que 

un ¡sran númcn> de ellas calalizan una reacción diferen1e aunque relacionada. como lo es la 

bidróliaia de á&e.- (reacción es1erolft1ca). Es1e es el caso de la protcaaa de esponja. 

La dqJradaci6n de proh:ína.s intracelulares en sus componen- básicos como son 

amino6':Mkl9 o peptidos pct¡ueños. es en parte determinada por las caractcriaticas estrucluralca 

del complejo protefna-auslrato. Evidencia recienle indica que 1an10 el ~iduo del llJllino 

lerminal y .-:ucncias eapccificas de aminoácidosjueílan un papel importante para de1erminar 

la eatabil-... de•- proteínas propias de la ~lula; ea decir. que no sean tao susceptibles a aer 
dqp1KI.._ 9ond, et tal. (1987). Aaf un sislema proteolftico en al.1JUD09 c...- debe de reconocer 

y dcsr~ a l• protefn• marcadas como vulnerables. 

La ~-a obtenida de S. vesparia cracm09 que debe de participar en el metabolismo de 

la dipatióll del Of11anismo que la contiene por lo siauiente: 

La -.ponja ea un Of11anismo hcterótrofo filtrante que aprovecha IOll alimentos que le llepn 

sin poder .._,.,. una -lccción de los mismos. Tambien sabemos (pruebM prclimin.._) que 

..-n uaa -il..., para aprovechar l<lll pol~idos y no -rra avcntunldo pcnaar en lipasaa, 
etc. Tod••ll• en conjunto podrían constituir loa sis temu enzimáticoa hidrolfticoa y diaeativoa 

de l• eapoaj•. 

La proeea.a aial.cfa es la primera enzima obtenida en forma pura de una esponja, la cual 

para au a&:1Ci6n catalítica requien: ealar asoci.cia a un metal, por lo tanto M otro miembro del 

anapo de lea melalop~. Se conocen metalopro- akleiadM a calcio y z:inc, ralea como 

la cerbo:aipeptid- A y B, la amioopeptidaaa, etc., tod• ellM como exopaptici-. Otr• como 

la -.noüaima 11- ectuai aobre s-tralOll no -i-=ificoa y la cola•-• -ifero que requiere 

.,.,. poder - de un s-trato muy especifico. r..s colaaen•- aon -~in- que en 
au -yorfe • ainleti&an como z:imopnoa y .-::eaitan de una modificecióa para activ..._; -to 

-. -~madi-le la acción de enzimas proteolfticas un fratpnenlOde la cadena polipeptklice, 

por ejemplo tle la .,._alapn- de la piel bumana - neceailan - •1 -ino6cidoa de la 

pmci611_. _iao lm'minal, Grant."'-'· (1987) y un rompimiento adic"-14a8fMOximadamen1e 

1~ ---• -iao6cidoa del carboxilo terminal para oonvenirla - - eeaima activa, He.. 
., -'· (1 ~ S. _..., q- 1• 001-.nasas eallln involucred• en Ja af..-ia y dc:8f8dación de 

d...__ ~lkul- de la matriz extracelular, Selman. ., & (1991). LA acción de 1• 

_....., ••• .,.._ loa difeNNltca tipos de col•Fna ea muy -1-=irtc0, por ejemplo: rompen el 

ealw ,_P"'liico slicina-iaolcucina (colagena tipo 1 y II) y sliciea-leuoina (col....- tipo 111). 

X.. mpoaje ..-nta •pDIWin• la cual es un tipo de co1-.m1 q- • -==-tra como maariz 
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......,lulec pera darle cierta ri&idez al csquelelo. Pudiera pcD88,_ que la metaloproteasa de 

aapenja podría acruar aobre cale tipo de colaaena, sin embartJ<>, no hay toVidencias de que laa 

_, •••• depondien- de alaun metal actuen sobre suatrakM sin,.tiCOll como el benaoil 
.,...__ elil 6ater. 

Por oar.,...... o-Ir• prorc.aa actua sobre diversos tipos de s .... traao. proreicos (~fea 

y - aaure). así como sustratos sinlll!ticos (BAEE y HLP A), por lo tanto, Is protcaaa puede 

~ - .-:ioR aoti.e difereores sustratos y no sobre sustratoe •.-cifico9. 

~ _....,,....-i-. es la catromelisina que - una endopepci4- neutra la cual • 

-••eda_,~naimayacruaenlaremodelacióndetejidosnonoa.leaMurphy,etel.(1981) . 

.._ _._ .......... proteoalicaooe (proleoglicanaaa), colaaena cN.natwaJizada o platina y 

-"'-; - - últilllO ~ requiere 8Cr activada con tripsina (10 m.,,_I) o con com,,__ 
utF •• curlatea para transformarla en su forma ejecutaolc.1- ctue .._....an proteoslicaoo& 

y -f-...... ._ un ,...., molecular bajo Ca....,.ton, et al. (1981), en ~bio lm que ec1-
.............. ,._ .. uo,_,molecularalloS.polsky, eta/. (l!il8l). I..-ectivid..acae la-tromeli9i1M 

• i91Hltiet por 1,10 ánantrolina y EDTA, pero no ea inhibida por PMSF. En au fonna activa 

p t FB• 2 .._ mot.::ul.,_ con puntoe i-lectricoe de 6.0S y 6.4, coa - ...,so mot.::ular de 

41,000 .... •-· 
,... • •,_ cerecieristicas son símil•,_ a I• de Ja protema de esponja, sin eml>AC90, 

.... llilti- llO Jl908Sita aer activtMla para que ectue aobre ~f-. .._ .. Jaa 2 form­

-aacu1- t~a ,,__ i-lectricoe ácidos ( 4.1 s y 4.22). No .. posible aaclwr o deacartar 

a flBSÍIÑIW..• ct-•la ~ 1enp una función en la desradación de proeam--trucrurale8 
da la Melri& ..v-lular o una relación con los OICC8niam09 de ditill-ieción celular ,,.... 

d'-U.- - fuac~ -tabolicm. 
m - .- ......_ IDmar Jaa iovaatipci.- aobre la pn11 •• - -udio ea lra .. r de 

...._._. ...- tipo de -tal eaUi preaente o interactuando en la moi*:ula, pwa -lo - tie-n 

.. _.__ ..., •• por ..,-ctroacopía de abaon::ión ae6mica. T_b.._ • dellie inleDtar el 

...._...., .. I• ,._ formaa molecularea y llevar a catlo __.íos -i.-acioaalea y 

- ru ..... •ceda w • ell- con el fin de eatabi-r al ... - difwwia. Paralelamente -
....,. Al •- _.ioa •composición y secuenciación de -i9olci*l9 ,._. pn>fuadiw en 
&q • __ ...._y OOMpArae con otr• metalopro--. A.imiw> •.._de evalw Ja 

d • $ $ ..... iGNJlliW. -la proteaaa con alpn• oepaa lile micrUCA ....... _ iRO .... iw:m 

y.,...,..._, tu •· 
." JM ' • decir que ea clara la necesi"-1 que .m.1e lile auednw con -

_._..._ .-.., .- ya laaemos uoa metodolasfa q- .,..... apl~ al aial-ieolO y 

;un ,. •-> 1 fJ y....nn.yprofundi.w--el·•-·' ·•-<»u .... 



CONCLUSIONES. 

Da laa _ • ..._ cioacritoo; anteriormenlc, podelD09 conclwr lo aiauiante: 

l. E ..,__ 8Clividad protcolftica y amilolflica en un -u.ceo• la -pc>nja 
Jl¡Jll "•' ,_.. >JeSparU., enfocándonoa únicamente al-lwlio• la ptCJI•••· 

2. 1- wherioa de pureza, tanto en electroforeaia con-.:~ OOlllO ea 

.-...V..,_ia en SOS, indican que la pn:>- ea taomop-. "9imiamo -

..__inó un ,_a molecular ue 27, 700 mediante elccuofo.-ia oon SDS. 

3. Lea_......,. del enfoque iaocléctrico noa -ftalan la ,,_ia ._._ bend• 

- ,,_- ~lktricoe de 4.15 y 4.22, por lo 11- po•••na ~ir 11- la 
p1 • • eadl ce>naliluida por dos form- molecul- lA ..--:ia 4k.,. o 
.... ..__ 111oleculuea ha sido demoetrada par• ... aÚB911D •11y ...... de ....... 

4.. PI •16 activid911 aobt'c •-tr•loa prot6iooa y _,.... --- ai8*kx9. 
pftmñpml-lc sobre a-N-bcnzoil-L-arsinina etil ....... pera al c...a .,.-n1a _..._.,Km bajo. 

5.1.Aaecti~ pro-.lític.a y-terolhica f.-.on iahi..._por ...... 11-a..­

- lo- la 1,10-fe-ntrolina y el BOTA. lo 11- ,__, .. a.....-11- la 

..,... a -•,..tiente de alpn ion met61ic:o; -ID-,.- pw al 9'Uf'O 

c1a1---~--
6. Lea -...tioa cte dicroiamo circular indicaa 11- la pK • ....-Qa 

p •llrlama ... ~alFUpode¡woeaíwdaladma ... oW..•ac1-
'-
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