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RESUMEN

Los estudios reslizados sobre esponjes merinas se han eafooedo principalments al
sislamiento de producios biocactivos de bejo psso moilecular. s-lvoul.u-.mpcio-.
pricticaments no s¢ han sstudiado las prowines y polipéptidos de estos ovge
entos pusden ser de gran inerés on ¢l metabolismo del phylum Porifers.

En ol prassnie wabajo se ha aislado, purificado y caracterizedo una p de la ssponja
merine Spheciospoagia pearia. La ima purificada tieme un peso moleculer de 27,700
daltons y pressnts 2 formas moleculares con puntos isoslectricos de 4.15 y 4.22. Presontd
activided sobss sustreios proteicos (cuero y fna) y sinubti (BAEE y HLPA). Su
socitn catalftics es inhibida por 1,10-fenantroline y EDTA, lo que nos haos SUponsr que es una
ensima dependiente de algin i6n metblico.

Por owe parte, 8 partir de sspectros de dicroismo circular en la sone del UV lejano (190-
250 mm) s puiio determinsr que la pr de saponja conti cantidades apreciabiles de hojas
P y parece parienecer a lu clase a/P, 0 bien a la clane B. Asimismo, estos resultados parecen
indicar que ls enzima de Spheciospongia vesparia no periensce a la miema familia cstructural
de metalop como son la carboxipeptidasa A y la termolisina.




Seudies on merine spoagss heve been focused mainly %0 the iscistion of low moleculer
weight biogutive praducts. With fow sxceptions, prowins and poiypaptides have not besn
stadied, oven though they ere of meia imporancs ia the mewbolic system of Porifers Fhylum.

In this work we have isoieted a protsass from the merins speags (Sphecicapongis
vanparia). The purified easyms bhas s moleculer weight of 27,700 delons and preasats two
molecular forms with isuslectric poiats of 4.15 sad 4.22. K pressnts activity over prowmic
sohstrstes (hide powder asure and cassin) and syatstics sutntrews (BARE and HLPA). The
cmtalytic action is inhibited by 1, 10-phesenwroiias end EDTA, 8o it sasms © b ¢ metailoproteans.

On the other hend, cisculer dichwoiam apectre in the for UV mgion (190-2350) werse
obtained. The resuits indicets thet spongs proteass conieins appreciobis ssmount of § shest and
ssame belong o a/P class or § class. Likswiss, this esuits ssem 0 indicate thet Sphecicgpangis
waparie sasyme doss aot hslong 10 the same structurel family of other metsliogroteasss like
carboxipaptidess A sad thermolisin.




INTRODUCCION

A) EL OCEANO COMO FUBNTE DE RECURSOS

Desde €] punto de vista alimenticio ¢l océano es uno de los recursos de proteina més
importantes para cl hombre. En los aitimos 20 afios, el océano ha adquirido mayor relevancia
como faclor del desarrolio socioeconamico de los paiscs, lo cual se reficja en la prioridad que
actualmenic se concedc a su cstudio. Gracias a estc avance s¢ han desarrollado refinados y
complcjos métodos de observacion, medicién y muestreo que amplian la capacidad de explorar,
evaluar y aprovechar el mar. El océ€ano ticne un potencial muy vasto. La exploracién y
explotacion de sus recursos vivos y de los no renovabices se incrementan constaniemente. Entre
los primeros sc cucntan ia pesca (incluida la acuicultura) y ¢l uso dec organismos marinos para
la extraccion de sustancias con diversas propicdades; entre los segundos se cncuentran los
mincrales, hidrocarburos y los maltcrialcs de construccion. El océano es un gran depdsito de
rccursos naturales, y ademas, dc la plataforrna submarina sc obtiene mas decl 20% de la
produccion mundial de petréleo.

Entre los recursos que cl occano suministra al hombre existen producios dc gran
importancia para la industria farmaccutica. Dichos productos ticnen origen tanto vegetal como
animal. Algunos tipos de algas, csponyas, corales, almejas y peces poseen sustancias que,
convenicntementc dosificadas, puedcn scr utilizadas con fines tcrapéulicos debido a su
contenido vilaminico y mineral. Por otra partc, ¢l hombre mediante el aprovechamicnto de
muchos de [os organismos gquc habitan cl oc€ano, confecciona collares, pulseras, aretes, etc. A
su vez, culliva algunos otros organismos marinos, como las ostras, para producir las preciadas
perlas, que remuncran cn su beneficio econémico y decorativo.

En México, hasta 1958, sélo grupos aislados sc ocupaban dc investigaciones marinas, en
su mayor parte dc tipo biolégico descriptivo. En los Gitimaos afios se percibe un mayor interés
por desarrotlar trabajos dc investigacién mas ambiciosos, aunque los esfucrzos realizados hasta
ahora todavia no proporcionan suficienie informacién para el apropiado conocimicnto y
administraciéon de los recursos marinos. En aguas contincntales México dispone de una
superficie de cuerpos de agua de 1.3 millones de lagos, rios y presas; en ellos se capturan mas
dc 50 especies distintas. Sin embargo, no todos los cuerpos de agua han sido estudiados, de ahi
la problcmaélica para ci aprovechamicnlo adccuado de estos recursos. En 1975 México
acrecienta su superficic cn 2°892°000 Km? al establecerse en la Constitucion Politica de los
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Estados Unidos Mexicanos las 200 millas nauticas (370.4 Km) como Zona Econ6mica
Exclusiva. Con esta medida el pafs amplfa su espacio y la porcién marina pasa a ser mayor que
ia terrestre. Para aprovechar sus mares, México tendré que conocerlos, 1o que requiere de un
intenso y sostenido esfuerzo de exploracion interdisciplinaria. Nuestro pafs posce més de
10’000 Km de |fncas de cosia (en las que existen aproxiniadamente 1’500 000 Has. de lagunas
costeras y esteros). Con esta extension de litoraics México cuenta con una amplia diversidad de
organismos acufiticos.

») GEngnalLiDapss DEL PuyLum PoRIFERA

Las esponjas fueron conocidas desde tiempos remotos por los pueblos inmediatos al mar
Mediterréneo. Se cree que 108 primeros en descubrir sus utilidades fueron los feniciocs y los
egipcios, lo que viene reflejado en los escritos que de ellos se conservan y en los que se menciona
la extraccién de esponjas. Se supone que la comp ia para alg una mayor maesiris en
la sambullida con el fin de recoger méis esponjas, condujo a la inclusion del buceo como un
rengién més en las olimpiadas de la antigiedad. Platon, ¢l fildaofo griego, hablaba de lss
-'on_)- y de su uso. AristSteles, habié incluso, del crecimiento de esos animaies que son
pred marinos. En la Grecia de entonces, las csponjas cran usedas en ¢l bafio, en
la limpieza de las cocines y como forro amortiguador de las armaduras. Ademés los guerreros
iss utilizaben para beber duranie sus campaifias, sustituyendo a las pesadas copas metflicas y de
barro.

Las esponjas son los organismos més primitivos de los sercs multicelularea, pertenecen
al phylum Porifera (porifera, del latfn, quicre decir “que posee poros™) y represcntan a los
primeros metazoarios (este phylum es relativamente pequefio, comprende aproximadamente
5,800 especies, {Garrone, 1985)). Estos organismos no poseen ni tcjidos ni 6rganos verdaderos,
sus ctlulas desplicgan considerable independencia y adem &s todos son sésiles. Esta combinacién
de caracteristicas convencié a AristGicles y 8 otros antiguos naturalistes de que las esponjas eran
plantas; de hecho, fue hasta 1765 cuando se observaron por primers vez corrienses inlernas de
ague y a8 recoaocio cleramente la naturaleza animal de las eaponjas. Tambiéa fusron errd
coasideradas como Celenterados (otra agrupacion zooldgica a la pertesscen los corales, los
sbanicos de mar y las anémonas) hasta que se comprobd que su anstomia era compieclamente
diforente a la de squéiios.

El nivel de organizacion de las esponjas, es decir, el lugar que ocupean en ¢l reino animal,
definido por sucompiejidad estructural y funcional, se considera como celular, de modo gue sus
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fumciones vitales, lejos de realizarse mediante pubmones, aparato digestivo, corazos, etc., son
ronlizadas por las células, que periecnecen a variados tipos que ac han esapecializado para
veslizarias. A semejanza de otros organismos marinos sedentarion, les ssponjss han desarrollado
sdapteci

i

Q y fisi
del tiempo (Bakus, 1981).

que les hen permitido sobrevivir en ¢l medio marino a través

Emcepto algunas capecies de agua dulce, la mayoria son de origen marino y han
colomizsdo wdos loa habitais acukticos. Se encuentran distribuidas sm todos los mares,
principslmente en donde sc encusniran rocas, conchas, corales, eic.; psro tienen una mayor

i mdd ™ ry
y

ia en l0s arrecifes corslinos, mostrando una gren veriedad de formas,
amafiocs y colorea.

La mayoria de organi e prefi lna aguss relativamente superficisios, pero bay
alguncs grupos, como las eaponjas vitreas que viven a grandes profuandidades. El o de
estos Organismos ea muy variabie, van desde unos ¢ e milf

hasta mis de un metro.
La forma de crecimisnto de las csponjes depende de la naturalezay la i i6n del

de la dispoaibilidad de sspacio y de ls velocidad y tipo de agua. En consscusacis, une eapecic
determinads puede sdopiar difcrentes sspecios segin las condiciones ambisuntaies del medio en

11

qus se , damdo como i

do una cierta confusién 1smontmices (Bergquist, of el
1984).

La mayorfa de las i 6

P brill colc das, gracias s loa grénulos de
pigmentos localizedos en 10s amibocitos, que son ua tipo de célules que eatén prescnies en la
superficie de estos organi ) relativamente complejo, que le sirve
ouRo srmaadn de 20séén a las células vivas del organismo. Este eaqueieto pusdde satar formado
por sspiculss caichress, siliceas, fibres provicas de espongina o de una combinacion de elias.

Las cissss del phylum Porifera han sido definidea por la neturslese quimica de su
ssqueleto inorgénico. Actusimentc estas caracleristicas som womedes en cusnts pars la
determinacion o recomocimiento taxontémico de les esponjas.

Y
>a. P

un esquel



Contienen un esqueletlo caleftico.

P;lctl;lellld.c {esponjas vitreas) Presentan un esqueleto de sflice.

Scisrcepongise: Prescnta una gran cantidad de material
calcftico o aragonftico en su esqueieto basal
y una parie muy pequefia de ci 3
silicecs.

Demaspongiae: El esqueclcto esti formado por elementos

siliceos o de un material grueso de fibras
de espongina (su naturaleza es de
colégena) o por una combinacion de
ambas. También puede preasntarse el caso
de que clementos de sflice estén embebidos
en fibras de espongina.

Reproducelta.

Estos organiamos se reproducen por mecanismos scxuaics, asexuales (gemacién) o por
procssos que involucran a ciertas estructuras especificas que implican formacién y liberacién
de un agregado de células iales pecial amibocitos. Con respecto a este Gltimo
punio Varaet, Burguer y Kaufman (1987) meacionan que para la capecie Microci prolifera
existe un factor de agregacién y reconocimiento entre célulacéluia y que es dependiente de
iones de caicio. Misevic, ef al (1982) ambi€n reportan 1a presencia de un factor de agregacion
Que actGe como mediador entre ¢l reconocimiento celular y que ¢s posiblernents una glicoproteina,
Heubkart, e @l (1973).

Exnisten espacies hermafroditas y diSicas, aunque la mayoria son de las primeras, las
cuales son Capeces de producir dvulos y sspesrmatozoos en diferenies épocas, a partir de los
amibocitos. Los espasrmetoacos aband ias esponjas gracias a las corrientss de agua y entran
on otres valifadoss del mismo i >. Reiswig (1970) ha sefialado que cusndo unas esponja
susite su esperma, induce 2 las otras s soitario. Une vez que ¢l espermasosoe licga a la cémara
flageieda, s introduce en un coanccito, © un amibocito (célulss que actées comeo portadoras)

pass esr wessporiado hacia el 6vulo.




Sistemdtion de los Espoajas.

La clasificacién de las esponjas esta basada en un gran naumero de caracterfsticas sujetas
a diforentes grados de variacién de tipo genético y ambiental. Los caracteres esqueléticos son
uno de los aspectos mis importantes. Los tipos y tamafios de las espiculas y las fibras y su
disposicién en ¢l seno dc la csponja, son la basc principal, pero no exclusiva, en la sistemética
de esie grupo. Sin embargo, algunce tipos de espiculas tipicas de una especic pueden cstar
aussnies cn cjempl perteneci a la misma; la taila de las espficulas puede variar entre
ejempiares de una misma especic bajo la influencia de la temperatura y otros factores. Se ha visto
que los ejemplares de una especie presentan espficulas mayores si han sido colectados en zonas
domndc las tsmpecraturas son més fries. Las fibras pueden variar también en el grosor y amplitud
de sus malilas, y la cantidad de espongina que envuelve a las espiculas puede ser 1o mismo
abundanie que escasa en individuos de una misma especie.

La forma dc las caponjas cs un carfcter importante en la clasificacion si se considera con
prudencia, puss o8 también muy variabic; hay que analizario cn relaciéa con laa condiciones det
medio. Este puede ser un rasgo o caracteristica muy titil en la taxonomfia, si para cada eapecie
se pusden delimitar las variaciones de que os suaceptibile bajo diferentes condiciones ambientales.

El color es también un medio muy iitil para reconocer las especies, sunguc csté sujeio a
cambios con la iluminacién, cantidad de algas simbiontes, cstado de salud dec la eaponja e,
incluso, a variaciones dc tipo genético que pueden existir dentro de una misma especic. Al igual
qQue con la forma, es necesario precisar cuales son los colores posibics para cada cspecic. Algo
similar ocurre con la consistencia, que se ve influida por el régimen de movimientos del agua
y posibiementc por algunas cualidades quimicas de ésta.

Use de lns Espogjas.

Laa eaponjas iitiles al hombre perenecen a la clase Sclerospongise, es decir las que
carecen ds espiculas y en las que el saqueleto esté formado por una trama de cspongina,
sustancia elstica a la que se debe su carcter tfpico de clasticidad. Dado ¢l extraordinario
polimorfismo de las esponjas y deade ¢l punto de vista de su utilizecion, cesi no imports la
SepECis 8 Qus pericnescan, sino s las 1l das “cualidades comercisies”, las que a su vez
dopsaden de ia edad, ¢l procedimicnto de pesca empileado y ¢l tratamiento a que son sometidas
antes de su empileo. Todos esos faciores pueden influir en las propicdades que una esponja Gtil
dobs reunir, y que son: suavidad, una gran elasticidad, y una gran capecidad de absorciba y
retencita ds lquidos en su interior. Sin embargo, la aparicion de las esponjes sintéticas en ios




mercados ha producido un notabie descenso en la demanda de las esponjas naturales.

Belack Simbitats em Esponjas.

Debido a su morfologfa y a su modo de alimentacién, algunas esponjas proporcionan un
babitat iemporal o permanente, ya sea dentro de su cuerpo o sobre su superficie. Se ha observado
Que varias esponjas presentan asociaciones con diverso: microorganismos, principalmente con
alges unicelularcs y bactierias, (Sara, er al 1973). Asimismo. hemos encc do en la esponj
Sphecicspongiavesparia pequehos crustécros que fueron identificados como Synalphess broodksi.

C) MIETABOLISMO BN ORGANMOS MARINGS (PHYLUM PORIFERA)

Nearicita.

Las eaponjas son organi s sed ios, filtrantes no selectivos que capturan y retionen
particulas siimenticias que son atrapadas cn las cimarss. Eatas particulas puedicn ser bacterias,
aslgas unicelulares y detritus microscSpicos. Recientemente se ha descubierto que las células que
cubsen la superficie de las eaponjas y a los canales, son capaces dec awrapar y engiobar (fagocitar)
las sigas uniceluiares y cl detritus de mayor tamafio, mediante la emisién de prolongaciones o
pesudépodos, de forma similar a como 1o hacen los protozoarios conocidos como amebas. Se
comoce desde hace poco tiempo que las esponjas son capaces de absorber directamente las
sustencias alimenticias disuclitas en el agua.

A la fechs no existe informacién confiable sobre la nutricién de estos organismos. No

poasea un 6rgano definido para realizar esta funcién, sino cé€lulas especializadas.

Teounistind on Esponjas.

Ls micidad en las esponjas marinas varfa con la latitud. Los resultados de una
investigacidn indican que en ¢! Hemisferio Norte, la toxicidad cn las esponjas sc incrementa
cusmdo la letitud desciende y que la mayoria de las esponjes tOxicas estén cxpuestss a la

imtereccita con los peces, (Green, 1977).
Kashman, ot al (1980)aisi6 varias ioxinas de la esponja dei mar rojo Lawruncuiia magnrifica
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que habita entre 6-30 metros de profundidad y que raramente es comida o dafiada por peces.
Cuaando sc exprimf{a la esponja en un acuario, el jugo rojizo causaba cl cavencnamiento y la
mucne de los peces entre los 4-6 minutos. La toxina causa cxcitacién, seguida por hemorragias,
pérdida del equilibrio y después de unos pocos minutos, la muerte. De esta esponja se han
aislado las latrinculinas A,B y C. La latrinculina B ha sido sujeta a anélisis cristalogréfico de
rayos X, comprobindose que ¢s una toxina macrolida, capaz de disgregar la organizacion
microfilameatosa en cultivos de células. La accién biolSgica de éstos compuestos ha sido
investigeds por su posibic aplicacién en el control de tumores, (Spector, ez al. 1983).

Alguncs metabolitos de csponjas han mostrado ser i6xicos a otras formas de vida marina.
De la esponja Spongia idia sc aislaron varios sesterterpenos gue son toxicos a la estreila de mar
Pisaswer giganweus, ademis catas sustancias inmovilizan a larvas de moluscos Haliothis rufescens,
(Walker, 1980). También se ha extraido a la halitoxina de 3 especics diferenics de Haliclona
sp (Schmitz, ez al 1978). La purealina es un metabolito secundario aislado dec una esponja de
Okinawa Psammaplysilla purea, (Nakamura, 1985), la cual moduls las reacciones enzimfticas
de ATP-asas.

Astivided Aatimicrobiaas.

La mayoria de los cstudios recientes sobre csponjas se pueden agrupar en ¢l frea de
producios natursies, estudifndose su quimica, su accion biolégica y farmacologica. En prucbes
reslizadas con los cxtracios de algunas esponjas se ha demostrado la presencia de sustancias que
pusden ser iitiles como agentos antimicrobianos y faGngicos, los cuales incluyen, diferentes tipos
de estructuras quimicas (Rinchart, er al. 1981). Se piensa Gue cstas sustancias antimicrobianas
le sirven a las caponjas para inactivar s sus presas microbianas que son ingeridas como alimento.
Burkhoider, (1973) y Green, (1977) lss consideran como un mecanismo defensivo, al inhibir
el crecimiento becieriano que pudiera ceusar algin dafio en el interior de la esponja. Sin
embargo, las esponjas no han proporcionsdo ain ias que pued funcionar como
antibitticos. También se han deiecimdo otros tipos de actividades farmacoiSgicas como
amtiviral, satitumoral, citotSxica, etc., (Baslow, 1969).




Astivided Antiepibdatica.

Las ssponjas poseen mecanismos de resistencia contra el i epib ico.
Aulque BO se COnace COR precision cémo funciona este mecanismo, se ha sugerido que los

darios que liberan estos organismos al medio son los causantes directos de gue

metaboli
pusdan maniener su superficie cxterna parcial o totalmente libre de inverwbrados marinos.

Owas Sustascies Encontredes on ¢l phylum Porifera.

Onres sustancies biocactivas se han aislado de las esponjas del génoro Aplysina, catos
compussias muestran actividad antimicrobiana, citotoxica y antineoplésica (Minasle, 1976).
Aproximadamentc diex sspecics de Aplysina han sido motivo de estudio dade hace més de 20
afics y de cllas se han obicnido Scidos grasos, diversos esteroles, nitrogenad
carowsnoides, sigunos aminoécidos y una serie de compuestos halogenados gque no se habian
descrito en le literstura, (Faulkner, 1984). En la actualidad lss elp.a.hv- siguen sisndo
i debido a que se han detcrminado un buen ro de n que

ial o fa ionar como férmacos. El dio de est i que se

| 4

oncusniten on los organiamos marinos ha contribuido sl desarrolic de nuevas freas de

Owros producios gue se han encontrado en cf phylum Porifera son unos nucledeidos poco
unes gue conti 8-D-arabinosa: la esponjouridina y 1a esponjotimidina, aislados de una
de J ica Teshya crypta, (Bergmamn y Feeney,1950). El papel metabdlico de estoa

Ly g

muciefsidos es desconocido y se han encontrado aminoéicidos no esenciales como el &cido B-
amino isobutfrico y ¢l icido pipecélico. Tarbién se han detectado diferentes csteroles, como
el onlesterol, porifersesiero!l, necspongosticro! y clionostierol; algunos de ellos en muy altas
comsenireciones en la porcién lipidica. El 8-sitosterol (L) fue el primero de une serie de csteroles
sisledos de ssponjas del género Aplysina, (Sharma et al. 1970). En cuanto a écidos grasos, las
asponjes son Gnicas en el reino animal por p la mayor divemsidad de Scidos grasos con
niveles gonsrsimenie slios de cidos de cadena larga (24-30 ftomos de carboso) y con una alta
imsesurecion. Ls influencia geogréfica y estacional sobre la composicion de écidos grasos puede
anr wiilisada como uns bermamienta quimiotaxonémica parm clasificar s diversas capecies con
problems tanoedmicos, (Lawson, 1984).

Por otre parte, se hen aislado terpenocides lincales con anillos furénicos en un extremo,
comme la fusroesponjine con actividad antimicrobiana y sesterterpenoides como la escalanina.
Asismisme ss hen sacoatrado 200cromos como la uranidina aisiedo de Verongis esrophobia el
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cusl es un coloranie amarillo azufroso que cambia a negro con el aire (acr6fobo), (Cimino, e
wl. 1964). Recienliemcuic sc han enacontrado protefnas cn esponjas Que tienen actividad
heomagiutinantic contra varios tipos de itos ani les. A partir de Dysidea Aerbacea se ha
sisledc usa hsmaglutinina especifica para D-galactoss (Kamiya, 1985) y en la esponja
Phyilioepongia foli ae ence ron hemaglutininas no cspecfficas contra eritrocitos
humanocs.

Con resgecio a la bioguimica de las ssponjas 10 que s¢ ha encontrado es muy poco. Sc han
aislado gluctgeno y aigunocs azicares como la glucosa y trehalosa. La ple.encm de algunas
easimas de la glicolisis como la enciass, ha sido p en cvid i i por la
imhibicion ds ia respirecion por fluworuro y la del c|clo de Krebs por inhibicién con mailonato.
Eotas estudios se hicisron en la esponja mearina Nelicondria panicea (Agrell, 1952), sin em-
basgo, las enzimes no fueron aisiades ni caracieriaadas. El efecto inhibitorio del maionato da
e ovid ia de ls exi ia de la i s fnico deshidrogenass cOmo una parne intcgrante
on lo catlons oxidativs ¢ indirectamentz en ¢l ciclo de los icidos tricarbox{licos. Tampoco se ha
podido deas lap iadeci HNOS, quc la inhibici6én de la respiracién con cianuro,
supens la preseacia de citocromo oxidasas.

Lo enp = aqul pone de manifiesto quc la infor
sosrca del metabolismo, asf como de las enzimas involucrades en difereates aspectos como
mMricifin, reapirecion, etc., del phyium Porifera, ain cs muy escaso, por lo que estc campo
esulte siractivo pars su inveatigacion.

Finslmente, cl i és del p trabajo es aislar, purificar y caracterizar algunas
onsismas hidrolitices de la ssponjs marina Spheciospongia vesperia, por medio de t€cnicas

ioguimicas dernas. Estas inveatigacionss aportarian informacién muy veliosa, con reapecto
a la nutricién de estos organi BT do asf el conacimi de invertebrados.

i i en la literatura




OBJETIVOS DE ESTA TESIS

Los cstudios realizados sobre esponjas marinas se han cnfocado principaimeante al
aislamionto de productos bioactivos de bajo peso molecular, reproscntando una gran variedad
de sswructuras quimicas y propiedades farmacolégicas. Sajvo algunas poiones, prcti b
a0 s¢ han estudiado proteinas y polipéptidos de estos organismos, ¢ do éstos pucden ser de
gran imporiancia en la actividad metabdlica.

Dada Ja escasa informacicon sobre la existencia y funcion que d pefian las imas on
orgaaismos tan primitivos comno las esponjas, esic trabajo se enfoca al aislamiento, purificacion
y carscisrizacion de uns enzima proteolitica de la esponja marina Sphecicapongia vesparia,

waiewdo como objetivos principales los siguientes puntos:

a) Bstablecer una estrategia de purificacion
b) Caracicrizar a la proteasa, en cuanto a peso molecular, coeficiente de extincion, punto

isoeléctrico, prucbas de actividad proteolftica y prucbas de inhibicion
©) Determinar seatativamente ¢l patrén de plegamiento de la macromolécula por dicroismo

circular.
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Clnsificacitén de Spheciospongia vesparia

Phylum Porifcera

Clase Demospongiae
Subclase Tetractinomorpha
Orden Hadromerida
Familia Spiraswellidae
Género

Spheciospongia
Laubenfels, 1932,
Randall y Hartmann, 1968.

EnlaFig.1seobserva unejemplar de laesponja Spheciospongia vesparia.
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AREA DE COLECTA.

El srea de colecta se encucentra en la ccsla caribefia de la Penfnsula de Yucatén y se
carec\werize por una formacion arrecifal del tipo barrera, en donde se iocaliza Puerto Morelos,
cnire lss coordenadas 20° 42' y 20° 52' de latitud N y 86° 51’ dc longitud O. Fig 2.

La region presenta un clima calido-subhimedo con precipitacién pluvial méxima en ¢l
voreno (Garcia, 1964). Esta regién sc cncuentra bajo la influcncia de vientos dominantcs en
sentido E-O desvisdos ocasionaimentc al SE-NO por la presencia del continente (Secretaria de
Marina, 1974).

Ls emperaturs superficial media anual dei agua varfa entre 25.6° en enero y 29°C en
agosto, con promedio anual de 27.5°C. La direccién de la corriente superficial marina va de sur
anone (Secrelaria de Marina, 1974). No cxiste aportacion de agua dulce del continente porrios,
simo por la presencia dc cenotes. Las marcas son mixtas y de poca amplitud.

CANCUN

20° 52’

Fig. 2 Area de estudio. Puerto Morelos, Quintana Roo
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MATERIALES Y METODOS

CaracTa

Las esponjas de Spheciospongia vesparia se recolectaron en la localidad de Puerto
Morelos, Edo. de Quintana Roo. El método empleado fue el de buceo, ya que éstas sc cncuentran
entre 1os 3-10 metros de profundidad. Posteriormente se transportaron en hielo al laboratorio

¥y sc congcelaron a -20°C hasta su uso.

EXTRACCION

La esponja himeda sc pead (en peso seco corresponde al 18%) y se cond en pedazos
pequeios, 108 que se lavaron perfectamente con agua corriente y despuds con agua destiladas;
esto es pars climinar a los organismos simbiontes que pudieran estar presentes en la misma.
Posteriormenie se llevé a cabo una molienda en un homogenizador UltraTusrax durante 10 min
en un regulador Tris-HCI 0.05 M, 0.3 M de NaCl, pH de 7.0 y una temperatura de 4°C. Uns vez
que fue obtenikio ¢l homogenizado se filtr6 a través de uns gasa es¥ril, y cste extracio sc
centrifugd a 31000 X g durante SO minutos a una temperatura de 4°C, pars eliminar los residucs

ablidos.

PURIFICACION
ion fin i da utilizando

Con el extracto centrifugado se llevé a cabo una precipi
sulfato de amonio. Primero sc llev6 de 0-50% de saturacién y posteriormente 50-80% y sc

simacens a 9°C dursnie 15 horas. Los precipitados fucron asperados por centrifugacion a 31000
X gduranic 45 min, después se disolvieron y dializaron en agua destilada para eliminar el sulfsto
de amonio. Pars ¢s%0 sc utilizaron membranas de didlisis (Sp por con i6n de peso
molecular 6000-8000 daitones) las cusles se colocaron cn un aparato de dialisis continus
(Asveguin, 1968). Dicho sparato permite ¢}l movimienio de la bolea de didlisis y del contenido.
A ambes soluciones se les probd actividad proseolftica y amilolftica, encontrando que el
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procipitado obtenido al llevar a 50% de saturacién presentaba actividad proteolftica.

a) Cromatografis de Filtraciom ea Gel.

Elextracto dializado, con actividad proteolitica fuc sometido a cromatografia de filtracién
en gel. Esta se llevé a cabo a temperatura ambiente, ¢cn un sistema LKB gue consiste de: un
colector Ulurorac II, una bomba peristaltica Varioperpe x, un monitor de absorbancia con fiitro
para 280 nmn modelo Uvicord S y un registrador. Este método de separacién de moiéculas de
acuerdo a su tamano y forma se logra por el uso de un tamiz molecular (soportes inertes). En
esta técnica la separacién de protefnas se basa en sus diferencias de peso molecular: aqucilias
moléculas capaces de penetrar en los espacios de {a fase estacionaria se mueven més lentamente
a través de la columna, en cambio las moléculas de mayor tamafio no entran en clia por lo que
se mucven més ripidamente en la cama cromatogrifica. La elucion de los componentes ¢s en
orden decreciente en peso molecular. Comercialmentc existen geles con diferentes lfmites de
exclusion; en nuestro caso utilizamos una columna de Ultrogel AcA-54 (5% Acrilamida y 4%
de Agaross) con dimensiones de 72.5 X S cm. Este gel permite separaciones de moléculas con
pesos moleculares entre 5000-75000 daltones. La muestra se eluy6 con un regulador Tris-HCl1
0.05 M, 0.3 M NaCl, pH 7.0. La velocidad de flujo se ajusté a 30 ml/r., registrandosc la
absorbancia a 280 nm. y colectdndose fracciones de 10.5 ml. La fraccién conteniendo a la
proteasa de esponja fue recirculada en la misma columna en las mismas condiciones.

b) Coacentraciton de ia Muestr: .

La fraccién recirculada conteniendo la actividad proteolitica fue concentrada por
liofilizacién. Para esto, ¢! matcrial se colocS en un matraz redondo de vidrio, ocupando el 10%
de su capacidad, congeldandolo en una mezcla de acetona y hielo seco y distribuyéndoio por
rotacién en la mayor superficie de la bola para que la capa congelada fuera delgada y
homogénea. Posteriormente se colocd en el Liofilizador (EF4, Modulyo Freeze Dryer,
Edwards) conectado a una bomba de vacio.

€) Cromatografia de Interaccion Hidrofébics.

En esta técnica la mucstra se aplica a la columna (ticne una matriz hidrofébica que pusde
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waeT en su cadena lateral grupos octilo o fenilo) bajo condiciones que favorezcan los enlaces
hidrof6bicos; &sto se logra utilizando un eluyentc con una fuerza iénica muy alta, gue cn este
caso es e sulfato de amonio. Posteriormente las proteinas se ciuyen de la columna mediante un

gFadiente descendiente de (NH4)_ SO, .
En esic caso, la fraccion con actividad proteolftica fué concentrada y dializeda conus el

regulador con el cual se equilibré la columna, se aplicé a la columna de cromatografifa de
interaccion hidrofSbica Octil-Sheparose CL-4B (43 X 1.6 cm.) equilibreda con regulador de
Tris-HCI 0.05 M, pH 7.0, 0.3 M de (NH,),SO,. La velocidad de flujo fue de 7.5 mi/br. y se
colectaron fracciones de 2.5 ml. La elucién sc llevé a cabo aplicando un gradicente de sulfato de

amonio (0.3—=0.0 M).

d) Cromstografis de Intercambio 16mico de Ae Resclucitn.

jas con pecto a

La cromatografia liquida de aita resolucion presenta una scrie de
la cromatografia tradicional, como son: su vematilidad, rapidez, reproducibilidad, estabilidad
y sonsibilidad. En ¢l caso de la cromatografia de insercambio i6nico las prote(nas sc uncn a los
intercambiadores iGnicos como resuliado de las interacciones clectrostéiticas cntre €stas y la
matriz. La retencién se incrementa en proporcién a la demsided de carga, tanto de la matriz
intercambisdora como de la prowina. La matriz intercambiadora consta de grupos cargados que
sc hallan covalentemente unidos a ella, los cuales esién asociados a iones méviles que pueden
ser intercambiados reversiblemente con otros iones de la misma carga sin gua: se altere la matriz.
Las protefnas, debido a la presencia de grupos carboxflicos y sminos, presentan la propiedad de
comportarse como #cidos o como basss (aniones o cationes). Esta propiedad depende de su
punt isceléctrico y por lo tanto del pH del dio, que o disminuye, segiin ¢l caso, la
disociscion de sus grupos carscteristicos. Si se encuentran adecuadameate cargadas puedea scr
unidas a la matriz con diferenie fusrzs dependiendo de le magnitud de su cerga neta. La clucién

de las prose{nss retenidas se logra mediante el aumenio on la fuersa idnics del eluyentc. Cada
a con diferente tiempo y velocidad ya que possen distinta

©om; de la e se SCp

afinidad por el intercambiador.

En este Trabajo se utiliz un cromasdgrafo de ligquidos de alta resolucion (HPLC-LKB)
y una columna TSK-DEAE-SPW (7.5 X 0.75 cm), equilibrads con reguisdor de fosfatos 0.05
M, pH 5.95. Para la clucién de la muestra se usd un gradiente de NoCl de O a 1.0 M (0.03 M/
min) eo ¢! mismo regulador. La velocided de flujo se ajustd 0.7 mi/min., dewecténdoee las

fracciones en un detector espectral 190-370 om.
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Beterminacion de Actividad Proteolitica.

Desade la epoca de Bichner sabemos que la actividad de las enzimas pueden medirse en
susencia de elementas celulares vivos. Sien algunos casos esto no s€ ha logrado, se debe atribuir
a causas derivadas de los métodos empleados en su exiraccion o algunas veces a la poca
estabilidad de ciernas enzimas cuando sc les separa del medio cclular. En el presente wrabajo se
utilizaron dos m¢iodos para medir la actividad proteolitica que son:

a) El método de Rinderknecht, ezal. (1968) en el cual a 1 mg de cuero-azure (Hide
Powder Azure)en 1.9 ml regulador de Tris-HCL 0.05 M, pH 7.0, se adicionan
100 ul. de 1a solucidn conteniendo la protcasa. La mezcla se incuba a 37°C
durante 90 minutos, se filtra y se¢ determina absorbancia a 600 nm, utilizando
como testigo la misma soiuciéon de Hide Powder Azure pero a 1a cual se e
agregan 100 pl. de H,O destilada en lugar de la mucstra. Este es un método
muy sensible para la determinacion colorimétrica de la actividad proiwcolitica
y o8t basado cn cl uso de un sustrato insoluble que proviene del polvo de cucro
(Hide Powder Azure-SIGMA), al cual se ha unido covalentemente al azul
brillante de Remazol. La actividad es proporcional a la liberaci6n del colorante.
Para encontrar ¢l pH éptimo de la prowcase sobre estic sustrato, se licvaron a
cabo determinaciones de aclividad en funci6én del pH, a 27°C, durantie 60 min.
El pH 6ptimo dc ésia enzima fu€ de 7.0 (figura 3A).

b) El mérodo de Kunitz (1947) modificado por Sgarbieri (1963). En eswe caso a
1.9 ml. de una solucién de caseina al 1%, en regulador de fosfawos 0.OS M 8
pH 7.0, se adicionan 100 ul de la muestra y se incuba a 37°C durante 90
minutos. Inmedistamente se agregan 3 ml. de $cido tricloroacético al 5% para
suspender la reaccion, se centrifuga y se dewermina sbeorbancia del sobrenadante
a 280 am. Como testigo se utilize la misma solucién de cascins a la cual se le
agrega Is mucstra despus del écido tricloroscético. 1.a sbsorbancia es
proporcional a los aminoécidos arométicos liberados y representa una medids



CURVA DE ACTIVIDAD EN FUNCION DEL pH

e3r
e2r
L) :
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2 4 [ 3 ] 1e 12
pH
Figure 3o.

Ourv. de actividad sobre ceerv-szure (37 °C, 60 mim) en funciéa del pH.
Se wtilisé s Traccitm com actividad qmue -‘lié de la columua hidrofébica (octil-sepharose).
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de la actividad cnziméitica. Una unidad de actividad sec define como el
incremento de una unidad de absorcion, en un minuto a 35°Cy pH 7.0. Debido
8 la precipitacion de la cascina a pH &cidos, se utiliz6 cuero-azurc para

construir la curva de actividad vs pH.

Detormineciée de Activided sobre diferentes Sustratos Simesticos.

Se probo la actividad de la proicass de Spheciospongia vesparia sobre varios sustratos
simséticos: a-N benzoil-L arginina etil éster (BAEE), Hipuril-L-fenilalanina (HLLPA), N-CBZ-
L-tirosina p-nitrofenil éster y a-N-benzoil-DL-arginina p-nitrosnilidea (BAPNA). Las
determinaciones cinéticas sc lievaron a cabo utilizando un espectofotSmetwro Varian modelo
CARY 1/3 de dobie canal, equipado con chaquetas térmicas pars las celdas.

En los experimentos con BAEE, se utilizé ¢l méwodo reportado por Whitaker y Bender
(1965). Ea esic caso tanto la celda testigo como la celda de reaccién conwenfan 800 ul. de
reguleador de N-2-hidroxietii piperazina-N’-&cido etano sulfénico (HEPES)0.1 M, pH 7.5y 170
wul de BAEE 0.6 mM ¢en ¢l mismo regulador. Ambas celdas fueron incubsdas s 34°C durantic 10
minwtos. Pars iniciar la reaccion sc adicionsron 30 ul de enzima a la celda de reaccién y 30 ul
de H20 destilads al testigo, se mezclaron y se registré ¢l aumento en la abaorbancia a 253 nm
d 10 mi s. El AE pars BA-BAEE (benzoil arginina-benzoil arginina ctil éster) es de
1071 M cm.

Con HIPA se utilizé ¢l metodo deacrito por Folk y Schirmer (1963), que consisic en
colocar en ambaes celdas 980 . de sustrato 1.0 mM de HLPA cn 0.5 M de NaCl en un regulador
Tris-HCL. 0.05 M pH 7.0. Sc decjaron incuber por 10 minutos a 34°C. Pars iniciar la reaccién
se adicionsron 20 ul H O destilada al testigo y 20 ul de enzima a la otra celda. Se mezclaron y
s midié el sumento en la absorbancia a 254 nm durante 10 minutos,

Con BAPNA el método empieado fue cl de Fink, Schiessler, Amboid y Fritz (1972). En
ests cano las ceidas contenia 645 ul de regulador Tris-HC1 0.0S M, pH 7.0 y 350 ul de sustrato
6.0 mM de BAPNA en agus destilada, l1as cusies se incubearos a 34°C durente 10 minusos.
Posteriormente se afiadié SO ul de agua destilada a la celds westigo y SO ul de enzima a la otra
eolde y 88 midi6S ¢l cambio de absorbencia s 40S mm.

Can N-o-CEBZ-Lisine p-Niwofenil &ser, ¢l satodo Gue se utilia® fur el de Silverstsin (1974). Las
cubips esmtunian 975 jal de reguiisdor de aoetstos 10.0 mM, pH 4.6 miis 25 il de sustrato 15.0mM queeamba
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disuelo en una meacis acelonitrilo-agua (8:2) Sec incubd a 25°C dursaie 10minusias y después sc adicians
al msugo 25 il de la meacla acctonitrilo-agua y en la otsa celda 25 i de enzima, o0 osic caso se midiS ol

aaEnenio en s abworbencia a 340 am. durantee 10 minuos.

Pruebes de Inhibicion.

Algunes sustancias afiadidas a una solucién que contienc una enzima y su sustrato
producen usa disminucitén de la accién catalftica de la enzima, que puede llegar a anularse. A
estas sustancias sc les denomina inhibidores de la accién enzimatica.

Se¢ probaron inhibidores capecificos para diferentes 1ipos de protcasas: para las tiSlicas se
usS cl acetsto fenil mercurico, para serfnicas el floruro de fenil metil suifonilio y pars
metaloprolsesss ¢l éicido etilendiamino tetracético (EDTA) y 1,10 fenantrolina. La protcasa de
la esponja se someti6 a estos agenies para tratar de determinar cual de cllos inhibfa su actividad
s0bre cuero-azure como ya se ha descrito.

El método copsistié en preparar por scparado: acetato fenil mercurico 0.1 mM, 1,10
fenanvolina 0.1 mM; EDTA 10.0mM; y floruro de fenil metil sulfonilo 10.0 mM, en regulador
Tris-HC1 0.05S M con 0.3 M de NaCl pH 7.0. Se toman 1.9 mi del regulador con ¢l inhibidor y
sc afladi6 0.1 mi de la protcasa de esponja. El testigo se preparS de la misma manera, pero en
lugar de afisadirie 0.1 mi de enzima, se ie adiciond 0.1 mi del regulador con el inhibidor.

La reaccién se lievs a cabo a 37°C duranse 3 horas, despudfis de los cuales se midié
absorbancia a 800 nm. La actividad se cxpresa como la diferencia de absorcién entre el problema

y el wstigo.

Pruechas de Inhibicita con Sustratos Sintétices (BAEE).

El sustrato que se utiliz6 fue BAEE y se sigui6 |a misma técnica que se ua’ pears la
determinacits de actividad de esterass, con la excepcion de que el regulador HEPES contenis
los inhibid 1,10 fenaluolina o EDTA en una concentrscién de 0.1 mM y 15.0 mM

respactivamente. La proicass de esponja se incub6 con ¢l inhibidor respectivo durante 60
minutos. Posseriormente se determind si habfa actividad midiendo el aumento de absorciom a

253 am dureate 5 minutos.



Cuantificscion de Protsiaa.

Para cate fin se utilizé el reactiveo BCA* Protcin Assay Reagent de acusrdo el método de
Smith, er al. (1985), el cusl se deacribe a continuacién.

HO,C_ _OO:H
*Acido bicinconfaico (BCA) éN) (N‘O

Este reactivo os muy sensibic para la determinacion espectrofotoméwics de la concentracion
de pr fna en El méwndo combina la resccita de Biurct (la prowina

roacciona con Cu® en un medio sicalino pars producir Cu'*). Con las caracserfsticas del BCA

w2 S

' N* COO"
PROTEINA + Cu*? —ﬁ%—» é:.{
’ . YAV Y
W N 00"

Complejo BCA-Cu*!

el color pGrpura del prod > de la i6n e formado por la i i6m de dos Méculas de

BCA con una del i6n cuproso Cu'*. Este as solubie en agua y pressaia usa fuertc sheorcion a

S62 nm.

El resctivo comercial (Pierce) consta de las siguientes soluciones:
Procedimiento: a 2.0 mi de reactivo C se le adicionan 0.1 mi de solucifn iendo 20-

1200 ug de prosefna, después se incube a 37°C duranie 30 mi Fimel se ioe la

ebmorbencia & 562 nm contwra un blanco de resctivos.




21

se determina intorpolando el dato de

La caatidad de pe« co ida en la
absorhancia em uns curva tipo claborads con estindares de albimina de bovino a diferenies

concentraciones ( Fig. 3b).

Coeficienia de Extincida.
Este se determind de la siguicntie manera. A una muestra de la proteass perfectamente

dializada contrs agua destilada sc ke determind el contenido de protecina de acucrdo al mérodo

descrito anteriormente. Parsiciamente a esto se le midi6 A, nam. Para calcular ¢l coeficiente de

extincion se ocupd la siguiente relacidn:
E!'®ago= Axsoflc](l]

Domde:
El%.gg =coeficienie de extincion a 280 nm
< = conceatrecion de proswina en mg/m!

I = longitud del paso de luz en cm

Determinacitca del Pesc Molscwlar.

Elpeso i lar de la pro de Sphecicspongia vesparie ac determind por clectroforesis
ea microgelos de SDS-poliscrilamides (0.45X43X50 mm) con gradisnte de 8-25% a 250 V, 10
mA y 15°C. Se utilizaron patrones con pesos molecularss conocidos deade 14,400 hasta 94,000
daltoacs (Pharmacis electrophoresis calibration kit). El procedimiento pare fijar, teftir y destefiir
o8 ef descrito por Neuboff, er al. (198S). La absorcién y posicién de las bandas se ley6 en un
densitGmetro laser LB 2202 Ultro Scan, con ¢l fin de lJograr una apreciacifa més de los
resuitados. Pars coastruir una curva de calibracion, se rmzé el logaritsso de pesoc molecular
coatra ¢l logeritmo de la movilided relativa Fig. 4.

Curva de calibracién para la delerminacion del psso molecular (Lambin, er al. 1976). Los
petrones utilizedos fueron: Fouforilaaa b (94,000), Albimina de bovino (67,000), Ovoslbimina
(43,000), Anpidrasa cardbénica (30,000), Inhibidor de tripsina de frijol se soya

(20,100) y a-lacscsidimina (14,400).
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. 7= 430000-2 + 1.42190-22 R*2 = 0.998
1)
° A A N " A "
[ 20 0 [ 1} se 100 120
Micrograsses de proteine
Fig. 3 Curva de calibraciéa pars e determinacitéa de la concentraciéa de proteine.
(patrén wtilizando la albémima de bovime).
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para la determinacién del peso molecular.



Eafogue Isoeléctrico.

La proteasa se sometio a enfoque isoeléctrico en microplacas (0.35X0.43X50 mm) con
gradiente de pH de 3-9. en un Phast System de Pharmacia. Se utilizd el kit de calibracion de
puntos isoeléctricos de Pharmacia para obtener la curva patrén, graficando ¢! pH contra la
movilidad relativa de las proteinas. Fig. S.

Los patrones que sc utilizaron fueron: Amiloglucosidasa (3.50), Inhibidor de tripsina de
frijol de soya (4.55). B-lactoglobulina A (5.20), Anhidrasa carbénica de bovino B (5.85),
Anhidrasa carbonica de humano B (6.55), Mioglobina de caballo dcida (6.85), Mioglobina de
caballo basica (7.35), Lectina de lenteja Acida (8.15), Lectina de lenteja neutra (8.45), Lectina
de lentcja bésica (8.65), Tripsindgeno (9.30).

Dicroismeo Circular

Algunos métodos que aportan informacién estructural global de las proteinas son la
dispersi6n rotatoria 6ptica (DRO) y el dicroismo circular (DC). La estructura secundaria de una
proteina se puede determinar por dicroismo circular. El aparato que se utiliza para rcalizar éstos
estudios es un espectropolarimetro, que permite utilizar radiacién electromagnética en el
intervalo de longitudes de onda de 180 a 700 nm.

Los espectros de dicroismo circular fuerén hechos a 25°C ea un espectropolarimetro
JASCO J-S00A, cl cual se calibr6 con acido (+)-10-camforsulfénico (Caasim, er al 1969). Los
experimentos se realizaron con soluciones de 0.12 a 0.14 mg/ml en una ceida de 1 mm para la
regién del ultravioleta (UV) lejano (183-260 nm). Las muestras usadas para los espectros de
dicroismo circular fueron las Que se obtuvieron de las recirculaciones de la cromatografia de aita
resolucion y las cuales fueron dializedas contra un regulador de fosfatos 0.01 M, pH 7.0.

La concentraciOon de la muestra se determiné por absorcién de luz, utilizando el
coeficiente de extincitn (A, _ ). La elipticidad por residuo medio, [0], se calcul6 utilizando
una masa molecular de 110 g mol"! por residuo, de acuerdo a la relacién:

(8] = 100 - @/ C1(grados cm? / decimol).

Donde:
(6] = elipticidad molar por residuo C = concentracion molar de residuos
0= elipticidad I - longitud de recorrido Sptico, en cm



¥ = 9.6142 - 6.3351e-2x R"2 » 0.902

Curva de calibraciés para determinar el pusto imoelfctrice



RESULTADOS Y DISCUSION.

Pumiricacion g LA EnzZima PROTEOLITICA.

El enwscto obtenido después de la precipitacion con sulfaic de amonio, como se describe
en la ssccifa anterior, y donde se encontré la actividad proteolitica, se aplico a una columna de
filwacion en gel. El perfil de clucién se mucstra en la fizura 6A en donde se observan varios
componsates a los que se les probd actividad proteolitica sobre caseina por el método de Kunitz
(1947) y sobee cusro-azure por el método de Rinderknecht (196R). La actividad se encontré en
el pico (IV); eata fraccioén fue recirculada en la misma columna obteni€éndose un pico Gnico
simétrico (Fig. 6B). A partir de esta fraccioén se continud la purificacién y caracterizacion.

La fraccién anterior, concentrada y dializada, se aplicd a una columna de interaccién
hidrofébica Octil-Sepharcse CL-4B. En la figura 7 se observa ¢! patrén de elucién el cual
museira 2 bamias, ia primera que contiene material que nose une y lasegunda que es fuerntemente
rewaids en la columna. La actividad se enconiré en el segundo pico, io que sugiere que la
superficie de la enzima cs bastante hidrofébica. Esta fraccion activa se dializé y concentré para
someteria a8 cromatografia de intercambio ani6énico en un equipo de cromatografia liquida de
aita resciuciton (HPLC). En el patr6n de ciucion (figura 8) se observan 6 picos principales, de
ios cusles 30i0 el wercero presentS actividad proteolitica, con un volumen de 4.2 ml, conteniendo
0.92 mg en total. La fraccién con actividad se recircul6 en varias inyecciones de 1.0 ml. El perfil
de elucion se obasrva en la figura 9 y muestra nucvamente ¢l pico con un pequefio hombro. Al
SOmetsr eele pico a electroforesis en microplacas de poliac rilamida-SDS, como se describe en
Masoriaios y Mésodos, se obacrvaron 3 bandas. Por consiguiente se procedié a recalizar una
i lacion pero modificendo e] gradiente de NaCl (0.02 M/min), y colectando

-
fraccionss més pequefiss. Finalmenie se obtuvo un pico simétrico como se observa en la figura

10, indicando qus la protwasa estaba adecuadamente purificada. En ia tabla I se resumen los
resultados de la purificacion.

Crtiortes de Puresa.

Coa el propdeito de comprobar la homogencidad de la fracciéa del Gitimo paso de
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FIG. 6A CROMATOGRAF{A DE EXCLUSION MOLECULAR EN AcA-54.

El extracto dializado con actividad proteolitica se aplicé a la columna de Ultrogel AcA-54.
La velocidad de esta cromatograffa fue de 30 mi/hr y se colectaron fracciones de 10 ml por
twube. La actividad se encontré en el pico IV.
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MG. 6B RECIRCULACION DEL PICO IV EN LAS MISMAS CONDICIONES.



Columna: Oclil-Sefarosa CL-48

A Dimensiones: 430 X 1.6 cm
b Flujo: 7.5 mi/hr -~
Reguiador: Tris-HCl 0.05 M, pH 7.0 con NaCt (m)

grediente 0 .3-0.0 M (NH4)2SO0 4

0.3

015

FIG. 7 CROMATOGRAF{A DE INTERACCION HIDRFOBICA.

El pico I'V se aplicé a una columna hidrofébica de octil-sepharose CL-4B. La velocidad de esta cromatografia fue 7.5 mi/hr y se
ron fracciones de 2.5 ml por tubo. Se eluy6 por medio de un gradiente de sulfato de amonio (0.3-0.0). La actividad 1a
prosessa se encontrd$ en el pico II, que es fuertemente retenido en la columna. La linea punteada corresponde al gradiente de NaCl.




NaCl(m)

FIG. 8 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DE ALTA RESOLUCION (HPLC)1

Se aplicé una muestra de la fraccién (TV.IT). El perfil de elucién muestra 6 picos principales, pero s6lo ¢l pice III presenté
actividad proteolftica. La muesua se eluy6 en un gradiente de NaCl (0.04M/min). La linea punteada representa el gradiente.



F1G. 9 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DI ALTA RESOLUCION
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La fraccién (IV.ILIID se recirculé en la misma columna, pero modificando el gradiente de
NaCl! (0.03 M/min). En este perfil se observa la fraccién conteniendo la actividad
proteolitica La linea puntecada representa el gradiente de NaCl.
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FIG. 10 3CROMAT(X}RAF[A DE INTERCAMBIO IONICO DE ALTA RESOLUCION
MHPLO)

La fracci6n principal de la segunda recirculacién de HPL.C se sometié nuevamnente a

cromatografia de intercambio iGnico en las mismas condiciones, pero modificando el gradiente
de NaCl (0.02 M/min).



TABLA 1

- » €
Fracciéa Volumesn Actividad Unidad Pr fae Puress Resdimiento | Purificacién
(m1) (U/ml) Totales (mg/mi) (U/mg) (%)
 Eaaracts abtcmds & parss de 500 S0 342 3 102 185 214 G016 100 T
g d= espomje nasmds. (Peso spoo
ipimcitn con sulfamw de 7S 551 x 102 4.1 2.93 0.019 22 12
w & Ui AcA-S4 &0 439 x 10-2 2.6 0.316 .14 14 5.0
—— e Octil- p3 1030 x 10-2 23 0.109 0.94 12.4 59
Saphasase CL-90
1Coiumas TSK DEAE-SPW 4.0 No s No s¢ 0.230 No sc No ¢ No s
¥ ol derc T dewenming e i i
umnas TSK DEAE-SPW 1.0 S22 % 10-1 0.52 0.208 251 2.10 187
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purificacion, que contenia la actividad, se procedi6 a someteria a técnicas electroforéticas. En
Ia figura 11 se presenta la fotografia dei gel de electroforésis en poliacrilamida en donde se
obecrva uns sola banda y en la figura 12 la fotograffa dcl gel de clectroforesis en SDS-
poliacrilamida donde también se obscrva una sola banda. Segin estos criterios, aparcntcmente
se habia logredo separar la pequeha contaminacién presente, la cusl producia un pico
ligeramenie asimétrico. A partir de esta fraccién se iniciaron los estudios de caracterizacion.

CARACTEMZACION DE LA PROTEASA.

Dateorwminecitéa del PFeso Molecuiar.

Al determinar el peso molecular de la protcasa pura, en microgeles de SDS-poliacrilamida
con gradieste de 8-25% sc obtuvo un valor de 27,700 daltones. Com parando este valor con otras
onsimas como la quimotripsina (25,000 daltones), Kallikreina A (27,000 daitones),
carbonipsplidesa de Krill (27,000 daltones), trombins B (28,000 daltones) prowinasa K (28,500
daltonss), endoprowcinasa Arg-C (30,000 daltones) y la termolisina (37,500 delvones), podemos
decir que cee dentro del promedio de proteasas de origen vegetal y animal.

Cosficiouts de Extincita.

Lacantidad de proteina en la fraccién fine! se detwrminaron por el smémddo de cuantificaciéon
de proweinas de BCA. En esic caso se utilizaron muestras filtradas por membrana Millipore con

wa diSmewo de poro 0.45 u. La prc fa une ox i6n 0.208 mg/m! y una lecturs de
sheorcifn a 280 nm de 0.300, por io tanto el vaior del coeficiense de extincion fue 1.44 para la
protsase purificada.

Esee valor se utiliat en 108 experimentos subsecusntes pars estimar la centided de prowina
on las mussirss.
Astivided Protsoiftica.

Uma ves purificada la protcass, sc destermind la actividad sobre cassfne y cusro-asure
wiilimando les métodos de Kunitz (1947), modificado por Sgarbieri (1963) y el de Rinderikcnacht
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FIG. 11 EI ECTROFORESIS EN MICROGELES FIG. 12 ELECTROFORESIS EN MICROGELES
DE POLIACRILAMIDA DE 12.5% . Los carriles DE SDS-POLIACRILAMIDA CON GRADIENTE
1.3 4356y7 3 1a pre pura. 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 protssaa
pura a diferentes concentraciones.
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et al. (1968) respectivamente. La actividad especifica se calculé mediante la siguientc relacida:

Azso
Actividad especifica

T min X mg protefna

Los mg. dc protefna se calcularon empleando un coeficicnte de extincion de 1.44,

En ia tabla 11 se muestiran los resultados de la actividad sobre caseina y cuero-azure, que
se obtuvieron en las diferenies etapas de la purificacion.

Los valores obtenidos de actividad especifica en los dos métodos empiecados son
comparablcs entre si, pero confrontando con otras protcasas que han sido reportadas en la
literatura como se muestra en la labla I, se observa que la actividad especifica no es muy sita.

Esto sugiere que posiblemente la enzima de esponja sea una proteasa del tipo exopeptidasa por
la baja actividad que presenta sobre €sios sustratos.

Determinacién del Pusto Iscelécwico

Al determinar el punto isociéctrico dec la enzima en microplacas (gradieniec de pH 3-9) 3¢
observaron dos bandas con puntos isoe léctricos muy cercanos entre si 4.15 y 4.22 (Fig 13). Esto
noa permite suponer que esta enzima csta compuesta por dos formas moleculares muy similares,
ésta misma situacion se ha observado para la carboxipeptidasa de Krill, donde se observeron 2
formas molecularcs también, Knut, et al. (1985).

Con el advenimiento de nuevas técnicas cxperimentales se ha logrado demostrar que
muchas enzimas que se reportaban como ilinicas, estaban constituidas realmeme por formaes
moleculares multiples. Kramer y Whitaker (1969) propusicron las teorias basadas en estudios
de origen genético y no genético, para explicar el polimorfismo molecular.

Las diferencias apreciables en 1as caracieristicas de las formas mok A pusden ser ol
resultado de variacionea de origen genético en la composicién de amino#écidos que modifican
iss propiedadces fisicoquimicas de la protcass.

Determinacion de la Activided Sobre Difercutes Sustratos Sissdtices

Se utilizaron 4 sustratos y los resultados se muestran en ia tabla IV,



Scpharose CL4B

Fracclda Actividad Eapecifica | Actividad Yspecifica
sobre cuero-azure sobre casefma (U/mg)
(U/mn
Extracto Crudo [+ 0.016
[Precipitado obiendo al 0.008 0.019
lievar a 50 % de sstusscion
con sulfato de amonio y
redisucito en ue
‘gam*m- OOR— T
S4
Tolumna HidrolShica Octil 0.192 [/} §

1Columna TSK DEAE-5PW
HPIL.C

WG s¢ deicrmind

Coiumna TSK DEAE-SPW U.2RY 2.51
HPLC
1 primer HPL.C
3 tercer HPLC
TABLA 11
Tazhne Acilvidad Proieclilice WEFERENCIA ]
Especifice sobre
cossine U/mg.
Hemisfericina 3.03 Garduho ef al, 1974 .
| Papaine 2.14 Jones et al, 1970
Quimopapaina 1T 1.27 Solis-Mendiola et al, 1989
Kallikreina 0.650 Kutzbach et of, 1972
Proteasa de Esponja 0.251 En este trabsjo




FIG. 13 ENFOQUE ISOELECTRICO EN MICROPILLACAS CON GRADIENTE DE pH 3-9.
Los carriles 1 y 7 se observan 1os patrones y el 2,3,4 y 5 es la proteasa pura obtenida de la tercera recirculacion de HPLC.



TABLA IV
) Weorcida chesrveda

a2

: <+
"'EXPRA

am—

N-a-CIBZ-Lisins p-nitrofeniliesier -
<+ pruabs puamitiva

- prusabe magativa

La mayor sctivided enzimética se obasrvéd
BAEE, ¢l cual ¢s ua éster de un aminoécido bésico.
Con el fin de comperar s actividad csteroiftica de esia proicasa con otras cnzimas

do 1a prot de ssponja actud sobre

similasrss, s d ind la de Micheelis (m) utilizando BAEE como sustrato, ya que
fué el que dio mej Red
Con b de

de 0.05 2 1.0 mM se obtuviecroa valores de velocidad
onuwe 2.8010%y 14.9510° M asg.-1. No se probarona conceatraciones més altas de sustraw por

Que pressatt inhibicita por ¢l >. El céicuio de la ox se hizo en forma comparativa
ompleoasdo wes metwdos estadisti qus esién beasdos ea formas linesiss de la ecuacion de
Micheslis-Meaton. Esios son: Linsweaver-Burk 1/V w 1/S)], Eadic Hofstee V w V[S] y
Aungustinasoa [($)/V w [S]. Las Mados del cél

jo de Km sc muesiran en la tabla V y se
comparas eston vak coa protsanas sobre el mismo sustreto.

L.dlln.-:udcknv.lor.‘.&-dchmdeuponjandcb.queenIacurv-de
Limsweever-Burk no distribuye los “peacs” de las dife observecs spropi e,
Poro pusds syudar s detectar cusiquisr desviecitn tal como l1a inhibicién por exceso de sustrato.
Por ows perts, comsideracs ootndinti sugie: que se Obti eslimacionss més precisas
ol usar ¢! mdando de Augustiasson, ya que en un intervalo determinado de concentracion de
swstrato, ol peso relative de 1/V verfe por ua facior de 80, misntres que ol paao relativo de [SY/
V verfe por ua fector meaor de 2, Wilkinson (1961).

Las velores ds Jom ds le protsase purificade reflajan que tiene muche afinidad por i
BAREE, sia ambargo kas valoses sou més aiwe on le protsase de esponja que ea is aracaina que
o5 onisas do! cacahuste.




TABLA V

ENZIMA METOBO FMPLEADO | Km (M) | Vmmes mM min-img-1 REFERENCIA
Prowass de ssponjs Lincweaver-Burk 1.10 1.021 X 104 Proacoie trabsjo
Protsass de esponj Eadic Hofstee 0.61 6.376 X 10-5 T
Prowass de ssponjs Augustinsson 0.60 6.273 X 10-3 o
Asuceing 0.11 G et al. 1971
T_C._MC 0.42 Ihic ov @l. 1972
Fﬁu 1.34 5.666 X 10-6 Saciiman, er ol 1969
| Asclogsine 17.7 Tablero ef al. 1990
bm 23.0 Jones et al, 1970
Ficins E 27.0 Jones et al 1970
Ficina B 30.0 Jones e1 al. 1970




Prushes de Inhibicita de la Actividad Proteciitica.

Los estudios de inhibicidn pueden darcierta informaci6n acerca de laespecificidad de una
enxims, de la arquitectura fisica y qufmica del sitio activo y del mecaanismo cinético de la
reaccion. Ea este caso, se llevaron a cabo pruebas para tratar de identificar los grupos que
participan en el sitio activo dec la proteasa en estudio. Los agentes que se utilizaron como
imkibidores de la actividad sobre cuero-azure [Rinderknecht, et al. (1968)] sc presentan en la

mbla V1.

Estos resultados muestran que los inhibidores EDTA y 1,10 f olina inhiben por
compieto la sctivided de ls proicasa de esponja, lo que ros hace suponer que posibiemente sc
wete de uns pre a dependi de aigin metal.

Prushes de Inbibicita de is Activided Esterviftica.

El sustreto que mejores resultados dié en las pruebas de actividad especifica fue BARE,
por lo que se wtilizs en estos experimentos. Los inhibidores usados fueron 1,10 fenantrolina y
EDTA, ya que esi108 inhibieron la actividad proteolftica. Los resultados ss observan en la tabia

V.
Los resultados mostraron nuevamente que la actividad esterolitica era inhibida por estos

compussicos lo que confirma que se trata de una metalcenzima.
La inhibicitn de le actividad enzimatica causada por EDTA y 1,10 fesantrolina puede ser

el resultado de dos procesos:

a) Por ls remoci6n de un cofactor que csté involucrado en la catalisis enzimatica,
© bien,
b) por ls separacion de un i6n meialico esencial para is estabilizacifn estructural

de la enzima.

Dlsretoms Circular

e Je figura 14 e tra el esp de DC de la prowase de esponja. La regién
comprendide es sutre 183-260 am (UV icjane), sn ja que ¢l espectro de DC de una prowcina e



TABLA VI

-~ Inbkibidores Reaccitm observeda
CH3CO2HgCeHS -
PMSF -
| EDTA .
i 1,10 Fenantrolina +
3 prucha posiva
- prueba negativa
TABLA VIi
Proteass de cuponja % de Activided Concentracidéa deol
inhibidor (mM)
BAEE 100 0.0
BAEE +1,10-fenantrolina (4] 0.1
| BAEE +EDTA o 15.0
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debido fundamentalmente a laconformacion secundaria de su cadena polipeptidica (Hennessey,
et ai. 1981). Ain més. Manasvalan y Johnson (1983) han propuesto que las caracterfsticas de la
curva de DC de una proteina permiten establecer, en forma tentativa, el patdn de plegamiento
de la macromolécula. Asi, una protefna puede ser clasificada esttucturalmentie, dentro de una
de las cuatro grandes clases 6 famiilias: clase a: clase 8: clase a+8; y clase avB, Levitt, etal. (1976).

Como puede observarsc cn la figura 14, en ¢l caso de 1a protcasa estudiada en este wrabajo
la magnitud de la senal alcanza un minimo en 214 nm. Se aprecia también gue la elipticidad en
los 220-222 nm. es ligeramente mayor (en valor absoluio) que en 210 nm.

De acuerdo con los criicrios sefialados por Manavalan y Johnson, estas caracterfsticas
indican que la proteasa de esponja contiene cantidades apreciables de hojas §, probablemente
en un arreglo de cadenas paralelas en su mayoria; esto ¢s, dicha protcfna parece perienecer a la
clase a/f8, o bién a la clase 8.

En la Tabla VlIse presentan los valores de elipticidad en 210y 222 am., correspondicentes
a los espectros de DC de la protcasa dc esponja y de dos metaloprotcasas (termolisina y

carboxipeptidasa A).

TABLA VIII
Mealoprot ~ Poslkclda de In 2 Melrencls
banda ea nm re1 “"I "_:l-

Carboxipeptidasa A 222 7000 Yirgenson, 1973, 1

210 -9000
Termolisina 222 ~-2000 Vitaet al 1979.

" Proicasa de espon)a 222 3128
210 -3047

El valor del cociente [8]3;5/ [8]222 es menor que 1a unidad en el caso de la proicasas de
esponja, mientras que en las dos metaloenzimas dicho cociente a8 mayor Qque la unidad. Esta
comparscion indica que la enzima aislada de Spheciospongia vesparia no psnenece a la misma
familia setructural de las otras dos metaloenzimas.

La deggredacién de proicinss por accién de las enzimas prowolfticas es sumamenic
importanie para ¢l conocimiento del metabolismo celular. Los cambias en calidad y cantided
de protcinas estén intimamente ligedos con la diferenciacién celular y com el desarrolio del

sintetizadas pers ser i portadas a espacios extracelul (pre das) que €j
s accion fuers de las c€lulas, por ejemplo, las proteasas pancrefticas tripsime y quimotripsina,
ies del plesma que participan en la coagulacién sanguines, etc. Existes otras protcasas

organismo.
Todas les procasss son intracelulares en alguna clapa de su existeacia y algunas otras son
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intraceiulares que actiian sobre proteinas internas o que son trafdas a la célula por pinocitosis.
Es posible que la protlcasa aisiada de esponja pertenece a esic grupo, pues bay quc desintcgrar
las células de csta Porifera pars poder extracria.

Sebemos que 188 cnzimas proteoliticas rompen ia unidn peptidica de las proteinas y que
un gran nimero de cllas catalizan una reaccién diferente aunque relacionada, como lo es la
hidrdlisis de éstcres (reaccion esterolftica). Esie es el caso de la protcasa de esponja.

La degradacion de prolcinas intraceiulares en sus componentes béisicos como son
amino#écidos o0 peptidos pequerios, €s en parte determinada por las caracteristicas estructuraies
del compiejo proteina-sustrato. Evidencia reciente indica que tanto el residuo del amino
terminal y secuencias especificas de aminoécidos juegan un papel importanie para determinar
la estabilided de las protcinas propias de la céluia; es decir. que no scan tan susceptibies a ser
degradadas Bond, ef al. (1987). Asf un sistema proteolitico en algunocs casos debe de reconocer
y degradar a las prowefnas marcadas como vulnerables.

La emzima obicnida de S. vesparia creemos que debe de participar en el metabolismeo de
ila digestiom del organismo que la contiene por lo siguiente:

La eaponja es un organismo heterStrofo filtrante que aprovecha los alimentos que le licgan
sin poder hacer una seleccion de 108 mismos. Tambicn sabemos (prucbas preliminares) que
poseen une amilass pers aprovechar los polisacaridos y no serfa aventurado pensar en lipasas,
etc. Todas ellas en conjunto podrian constituir los sisicmas enziméticos hidrolfticos y digestivos
dec las caponjas.

La protcasa aisiada es la primnera enzima obtenids ¢n forma pura de una esponja, la cual
para su sccifn catalftica requiere estar asociada a un metal, por lo tanio es otro miembro del
grupo de las metaloproicasas. Se conocen metaloproicasas ssociadas a calcio y zing, tales como
la carboxipsptidasa A y B, la aminopeptidasa, etc., todas clles como exopaptidesas. Otras como
la termolisime que actua sobre sustratos no capecificos y la coiagenasa de mamifero que requiere
pare poder actuar de un sustrato muy especifico. Las colagenasas son metsloproteinasas que cn
su maeyorfs se sintetizen como zimogenos y necesitan de uns modificaciéa pera activarse; esto
o8, remover mediante la accin de enzimas proteoifticas un fragmento de la cadena polipeptidica,
por sjempio de la precolagenasa de la picl humana se necesilan remover 81 aminoécidos de la
porcitn del amino terminal, Grant, eral. (1987) y un rompimiento adicionsl de aproximadsmente
15 residuos ds aminoécidos del carboxilo terminal para convertiria en una eazima activa, He,
ot al. (1909). Ss sabe que las colagenasas estfin involucradas en la sintesis y degradacion de
diferenies macromoléculas de la matriz extracelular, Seiman, ef @l. (1991). La accién de las
colagenesas sobre los dife tipos de colagens es muy especifico, por sjempio: rompen el
enlace peptidico glicina-isolcucina (colagena tipo I y II) y glicina-leucina (colagena tipo HI).
La esponjs pressnia sspongina la cual es un tipo de colagena que se eacusatra COmo matriz
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ewiracciuler para darle cierta rigidez al esqueicto. Pudiera pensarse que la metaloproteasa de

ssponjs podr{a actuar sobre esie tipo de colagena, sin embargo, no hay evidencias de que las
colage: depc de algun metal actuen sobre sustratos sintéticos como el benzoil

arnginine otil éster.
Por otra parie nucsira proteasa actua sobre diversos tipos de susiratos proteicos (cascina

Y cusro-asure), asf como sustratos sintéticos (BAEE y HLFPA), por lo tanto, la protcasa puede
[ ) bre dif sustratos y no sobre sustratos especificos.

Owa metsioprowinasa cs la catromelisina que es una endopeptidesa ncutra la cual
y actua en laremodelacién de tecjidos normailes Murphy, eral. (1981).

g

de comno pr
Beote enzime degrada prowoglicanos (protcoglicanasa), colagena desnsturalizada o gelstina y
caasina; en este iGltimo caso requicre scr activada con tripsina (10 mg/ml) o con compuostos
organvessvcurisies para transformaria en su forma ejecutanic. Las que degradan proteoglicanos
y caseine presentan un peso molecular bajo Cawaton, ef al. (1981), en cambio las que sctuan
sobve gelatine tisnen un peso molecular alto Sapoisky, eral. (1981). La sctivided de la estromelisina
o8 inhibida por 1,10 fenantrolina y EDTA, pero no es inhibida por PMSF. En su forma activa
prasents 2 formas moleculares con puntos isocleciricos de 6.05 y 6.4, con un peso mojecular de

41,000 deltonss.

Alguaes de aslas caracieristicas son similares a les de ja proteess de esponjs, sin embargo,
este Gltimma mo necesita ser activada para que actue sobre casefna, ademés las 2 formas
moleculasres tiemen puntos isoclectricos Scidos (4.15 y 4.22). No es posibie excluir o descartar
o pasibilidad de que ssta proicasa wnga una funcion en la degradacion de proteines estructurales
de la metriz sxtraceiular o una relacién con los mecanismos de diferenciacién celular para

divemificar sus funcionss metabolicas.
B cureo que deben tomar las mvuhpclonc- sobre la prowsases ea estudio ca (ratar de

¢ do en la molcula, pars estc se tienen

dotorminar que tipo de meotal esté p o i
qus resliaar andlisis por upsclro.copl’n de absorcion asdmice. Tambiéa se debe intentar el

sislemionto ds las dos formas moleculares y llevar s cabo estudios conformacionaies y
; P se

rar

etrustureies de cade una de clias con el fin de eatablecer aiguns dif
doben ofectusr estudios de composicion y accuenciecion de aminodcidos pars profundizar en
aapaptes Selrushursies y comparar con otras metaloprolessas. Asimismo s debe de evailuar la
capasided amtisicrobians de esta proteasa con algunas cepas de microorgasissnos inofensivos
y ol Siasl enbre patdégoacs.

Flaslensate podemos decir gue es clara la necesided gque axiste de continuar con estos
aptudios, pusstc que ya epemos una metodologfa que puede aplicarse al sialemiento y

provifisavidn de cows probinm y conximaes y profuntdizar mas en ¢! conovienemo ds GEINS GRgRNIVTIOS.



CONCLUSIONES.

De jos resultados descritos anteriormente, podemos concluir 1o siguienie:
1. Emsoniramos actividad proteolftica y amilolitica en un ds la
Sphecicspongia sparia, enfocindonos Gnic al dio de la pr

(oot}

2. 1as criwrios de pureza, tanto cn clectroforesis coavencioasl comeo en
sleswoforesis cn SDS, indican que la protecasa es homogénea. Asimismo se
determind® un peso molecuiar ue 27,700 mediante electroforesis con SDS.

3. Les resultados de! enfoque isoeléctrico nos sefialan la pressacia de dos bandas
com pumios isoeléctricos de 4.15 y 4.22, por o que podemas decir gue Ia

prateasa saté constituida por dos formas mol | La p acie de dos ©
més formas moileculares hs sido demostrade pars un nGMerO muy grande de
onsimes.

4. Prasestt actividad sobre sustratos prosicos y sob sintiti

principaimente sobre a-N-benzoil-L-arginina etil éswr pers sl cual presenta
um valor de Km bajo.

5. Las actividedes proteolitica y esterolftica fusron inhibidas por agentss qusianies
como lo son la 1,10-fenantrolina y el EDTA, lo que psrmite supoasr que la
peotsass ssa dependiente de algin ion metblico; esto es, Qus partsnses al grupo
de las metaloprotcasas.

6. Los estudios de dicroismo circular indican qus la proteass de esponja

pasiblements pertenczca al grupo de proweinas de is class o/ o bisa ds lacless
[ 5
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