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I.~- CONSIDERACIONES GENERALES.



CONSIDERACIONES GENERALES.

El estudio de las enzimas proteoliticas fué de
gran importancia para el desarrollo de la enzimologia;
los fundamentos reales de la fisiologfa gdstrica moder
na fueron establecidos en 1233 cuando William Beaumont
publicd los estudios realizados en un enfermo con fis-
tula gastrocutanea (1). Fn el curso de sus experimen-
tos Beaumont establecid conclusivamente el poder sol--
vente y la acidez de la secrecidn gastrica.

E1l nombre de pepsina fué asignado por Schwam -
en 1236 (1) v esta enzima fué una de las primeras en -
ser cristalizada lo cual fué logrado por Northrop en -
1930 (2). Conceptos tan diversos y tan importantes co
mo son la teorfa de la diafinidad propuesta en 1926 --
por Von Euler y Josephsen (3); el de unidén multiple en
tre enzima y substrato propuesto en 1935 por Bergmann-
y colaboradores (3) y los de especificidad relativa y-
absoluta son unos de los muchos que se han derivado ---
del estudio de las enzimas proteolfticns.

Proteasas o enzimas proteolfticas, son enzimas
que atacan las uniones peptidicas de proteinas y péptl

dos. Se han clasificado (4) como sigue:
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1) Proteinasas o endopeptidasas; que son las que
actlan sobre las uniones peptfdicas del inferior de las-
proteinas, sin embargo, pueden también hidrolizar unio--
nes peptidicas de péptidos simples apropiados.

a) Extracelulares como Tripsina, Pepsina,-
Muimotripsina en animales; que actdan fuera de las célu-
las que las producen y que habitualmente son secretadas-
como zimépenos.

b} Intracelulares o catepsinas que se en--
cuentran en muchos tejidos animales y en mayor concentra
cidn en el higado, el rifién y el bazo. Muchas de estas-
ﬁltimas son activas solamente en presencia de ciertas --
substancias reductoras tales como cisteina, glutatidn, -
dcido cianhfdrico, Acido sulfhidrico y dcido ascérbico.-
(5)(6).

2} Peptidasas o eiopeptidasas: que son aguellas-
que hidrolizan el enlace peptidico en los extremos de --
las cadenas,

a) Carboxipeptidasas, requieren la presen-
cia de un carboxilo libre en el substrato y atacan la --
unidn peptidica adyacente a este grupo liberando un ami-

. s ’,
nodcido libre. Ejém: son la carboxipeptidasa del pancreas
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del mamifero y de otros tejidos (figura 1).

b) Aminopeptidasas, actdan sobre la unidn
peptfdica adyacente al grupo amino libre de péptidos -
simples. Un ejemplo la aminotripeptidasa encontradc en
muchos tejidos animales la cual ataca tripeptidos como-
L-alanilglicilglicina trasformandola a L-alanina y gli-
cilglicina (figura 1),

c) Dipeptidasas que especificamente actdan

sobre ciertos dipeptidos, por ejemplo la glicilglicina-

+4 +4

. s . « P
dipeptidasa la cual requiere Co para su accion,

o Mn

Se ha demostrado la existencia de enzimas con -
capacidad proteolitica en todos los tejidos examinados-
(7). Se ha dicho que las catepsinas son capaces de hi-
dorlizar y también sintetizar uniones peptidicas (8) --
(9)(10).

De esta manera la actividad proteolitica es de-
primordial importancia no solo en la conversién de pro-
tefnas no absorbibles en aninodcidos que si traspasan -
facilwente 1a pucosa intestinal, sino que también pare-
ce jugar un papel importante en 1a sintesis y degrada--
cidn de los tejidos. (Transpeptidacidn) (11)(figura 2).

Alfrunas de estas actividades son modificables -
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bajo influencia enddcrina y as{ se sabe que hormonas de
corteza suprarrenal determinan hasta cierto punto la --
cuantia de las secreciones proteolfticas de aparato di-
gestivo y que también aumentan la velocidad de degrada-
cién de protefnas tisulares. Asimismo la hormona adre-
nocorticotrdfica tal vez a través de su influencia so--
bre corteza sﬁprarrenal tiene una influencia similar; -
1as'hormonas sexuales masculinas y femeninas por el con
trario parecen tener efectos opuestos sobre las activi-
dades enzimdticas anteriormente sefialadas (12)(13).

Las enzimas proteoliticas han sido Utiles para-
establecer la estructura aproximada de una proteina, -
asf como para establecer las partes de una molécula que
son esenciales rara que esta tenga actividad bioldgica,
as{ carboxipeptidasas pueden quitar la alanina terminal
de la cadena B de la insulina sin pérdida alguna de la-
actividad hormonal de esta molécula, por lo tanto la --
actividad bioldrica debe residir en cualquier otro si--
tio de¢ esta substancia: de la misma manera la pepsina--
puede ruitar una parte de. extremo C-terminal de la mo--
1écula de la adrenocoticotrofina sin destruir su activi

N . 2
dad, Fn contraste con esto la separacidon de unos cuan-
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tos residuos del extremo N-terminal por la leucina amino-
peptidasa destruye su accidén hormonal (iu).

Se sabe que todas estas enzimas en mayor o menor-
grado pasan a la circulacidn sanguinea para ser excreta—-
das por rifdn, por lo tanto, algunas de ellas pueden ser-
determinadas en suero y orina, esto ha sido hecho funda--
mentalmente en las actividades péptica y triptica (15) --
(16)(17) cuyas modificaciones facilmente demostrables han
tenido la importancia de proporcionar una ayuda en el ---
diagndstico de las enfermedades del aparato digestivo (18).

La determinacidn de enzimas en torrente circulato
rio ha venido recibiendo atencidn creciente desde hace 50
aﬁos ya que su cuantificacidn representa una importante -
ayuda rara el diagndstico de diversos‘padecimientos. As{i
por ejemplo se ha reconocido la primordial importancia en
la cuantificacidn de las fosfatasas 4cida y alcalina para
la elucidacidn de padecimientos dseos, prostéticos y de -
la gldndula hepdtica: (19) 1la determinacidn de transamina
sas por otro lado en la actualidad es obligada para la --
clarificacidn de cardjOPatfas, miopatfas Yy hepatopatias -
(1¢)(20).

Enfermedades congenitas del tipo de la enfermedad

v

de Von Gierke, la fenil-cetonuria y otros padecimientos -



-7 -

de gran trascendencia en patologfa humana como las neo-
plasias, reciben cada vez mds atencidén desde el punto -
de vista de la cuantificacién y estudio de posibles al-.
teraciones Qe algunas enzimas indispensables para el me
tabolismo normal (21). En el caso de leucemias se han-
encontrado anormalidades en la actividad del suero para
las reacciones catalizadas por fosfatasa alcalina, hexo
quinasa y deshidrogenasa isocftrica (22),.

Se ha observado tanbién rnue en algunos padeci--
mientos gastrointestinales aparecen o aumentan activida
des cataliticas correspondientes a enzimas que en condi
ciones normales son vertidas al tracto digeétivo ya que
participan en el proceso de 1la digestidn y es as{i que -
se observan valores altos de pepsina tanto en sangre co
mo en orina en la Ulcera duodenal (23), amilasa y lipa-
sa se encuentran elevadas en padecimientos inflamato --
rios del pdncreas lo mismo que la actividad triptica en
procesos agudos de este drgano (17)(24)(25).

Para medir la actividad de pepsina y tripsinq -
08 necesario buscar suhstrhtos'ndecuados nrara estas en-
zimas, pucs existen oqucjrjcidad_do las enzimas con --

rd .
‘respecto o los awinodcidos rue forman el enlace peptidi



co que se hidroliza.

Es as{ que la tripsina es caraz de romper uniones
peptidicas en las que participa el grupo carboxilo de leu
cina y arginina (fipura 3); en cambio la pepsina hidroli-
za uniones pert{dicas formadas por tirosina, fenil-alani-
na y dcido glutdmico cuando este Ultimo aminodcido no es-
t4d separado de fenil-alanina y tirosina por mds de dos =--
aminodcidos (26)(27)(28)(29)(figura 4).

Otros aminodcidos del tipo de la cisteina y leuci
na aumentan la velocidad de hidrdlisis de las uniones ci-
tadas.

A3

Un substrato Util por lo tanto, para medir ambas-
actividades es la hemoglobina desnaturalizada ya que esta
mqlécula tiene las uniones peptidicaé susceptibles de ser
atacadas; desde luego en el caso de la pepsina el pll debe
rd ser ajustado a 1.8, que permite 1la transformacidn del-
pepsindgeno (forma en la que se encuentra la enzima en --
sangre y orina) a pepsina; este proceso consiste en el --
rompimiento de nucve uniones poptidicas del pepsinégeno--
con la liberacidn de 1la noldécula de la repsina activada -
de un péptido bAsico con un peso molecular de 3,000 y de-
ocho aminodcidos wds (30).

Esta activacidn por el p!' adecuado del medio con-
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tinua después autocatali{ticamente es decir, que 1la repsi
na formada actia sobre el pepsindgeno para producir ma--
yor cantidad de pepsina; esto hace suponer que las unio-
nes pept{dicas que son atacadas en el proceso de trans--
formacidn del precursor a la forma activa‘de la enzima -
son uniones en las cuales interviene algin aminodcidc --
aromatico del tipo de la fenil-alanina y tirosina.

Este proceso de autodigestidn puede continuar --
hasta obtene; fragmentos de peso molecular de 10.000 gue
adin conservan actividad proteolitica (14).

De modo similar para medir actividad triptica el
pH debe ajustarse por arriba de 7 con lo cual la molécu-
la de tripsindgeno, se transforma a la enzima activa por
liberacidn de un péptido con cinco aminoédcidos (rompimien
to de una unidn en la que participa lisina)(31)(figura 5).

Puesto nue variaciones en la actividad pépti-
ca y trfptica enn suero ocurren en en{ermos con radeci---
mientos del aparato rastrointestinal y ya rjue estas dos-
enzimas actdan sobre un substrato comin, que redna las -
condiciones de especificidad de ambas, como es.la hemo--
globina desnaturalizada rarecidé interesante explorar la-

posibilidad de discriminar entre las actividades de trip
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sina y pepsina al variar fundamentalmente el pH en el
que se incuba el suero con el substrato.

Para este propdésito se hace necesario estudiar
el comportamiento cinético de las enzimas mencionadas,
utilizando como fuente de las mismas preparaciones pu

rificadas y suero,

® 1
@@@@@@j@@@/ S
PUENTES ol X— & i
DE — ¢ ¢ S
HIDROGENO ¢ S—g
N TRIPSINOGENO
PECTIDO DE
AC TIVACION

00,0000

TRIPSINA

figura N9 5
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MATERIAL Y METODOS.

Como fuente de enzima se usaron preparados comer
ciales que son extracto de mucosa géstrica* y de tejido-
pancreaticol4, ademds se empled tambidn suero de perso--
nas normales.

ACTIVIDAD PEPTICA (32)
FUNDAMENTO DEL METODO,-

E1l método descrito por Anson se basa en la diges
tién de proteina desnaturalizada por pepsina bajo condi-
ciones establecidas después de la cual,proteina no dige-
rida se precipita con dcido tricloroacetico y se elimi-
na por filtracidn., La cuantfa de la digestidén que cons-
tituye la medida de la accidn proteolitica se determina-
en el filtrado con la ayuda del reactivo de fenoles. El
color azul producido por la reaccidn con la tirosina y -
el triptofanc se mide a 660 mu y se convierte a unidades
de repsina en curva estandard.

REACTIVOS EMPLEADOS:

1l.- Substrato de llenoglobina:

La solucidn del substrato contiene hemoglo
bina al 2% en [C1 0.06 N. el p!! es 1.8 y esto desnatura-
liza 1a hemoglobina,

4 Acidol-Tepsina (MNerck) 14 Panteric (Park-Davis)
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Se debe tener la precaucidn de disolver perfec-
tamente la hemoglobina con muy poca soiucién de HC1 0.06
se afora y se guarda en refrigerador. Esta solucidn es
dtil hasta 15 aias después de su preparacién.

2.- Acido Tricloroacético al 5% (0,3M)

3.~ Hidrdxido de Sodio 0.5 N.

L.~ Reactivo de Folin y Ciocalteu. (33)

PROCEDIMIENTO,

Cinco ml, de substrato se affaden a 1 ml, de so-
lucidn enzimitica se incuba 24 horas a 37°C, se para la
reaccidn con 10 ml. de Acido Tricloroacético al 5% y se
filtra; de este filtrado se toma 5 ml. y se les afiade =
10 ml. de Midrdéxido de Sodio 0.5 V' y 3 wl. de reactivo-
Folin y Ciocalteu dilufdo con dos volumenes de agua, se
agita continuamente; y se lee después de 5 minutos.
UNIDAD.

Se define como unidad de actividad proteolitica
como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 mi-
crogramo de tirosina en 24 horas.

Ya que se dewuestra, como se verd mds adelante-
en los resultados, que la curva de progreso es lineal -

por lo menos durante 24 horas para las actividades habi
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tualmente encontradas en suero, se escoge un tiempo de
incubacidn de 6 horas aunque se expresa las unidades -
como si la incubaciédn fuera a 24 horas.
ACTIVIDAD TRIPTICA (15)
FUNDAMENTO DEL METODO.-
Es el mismo que para la pepsina.
REACTIVOS EMPLEADOS. -

l1.- Substrato de Hemoglobina

2.2 g, de hemoglobina, se pasan a un ma-
traz volumétrico de 100 ml. con la mitad de agua, se =
afiade 34 g. de urea y 8 ml, de sosa 1N se afora con --
agua destilada, se deja reposar a la temperatura ambien
te por 30 6 60 minutos para desnaturalizar la hemoglo-
bina; posteriormente se le afiade 10 mi. de una solu---
cidn de fosfato monopotdsico 1 My 4 g. de urea; el pH
final debe ser 7.5.

2.- Acido "ricloroacético al 5%

.- "idrdxido de Sodio 0.5 N.

'.- Reoactivoe de Folin y Ciocalteu (33)

TROCEDIMIENTO.
A 5 ml. del substrato pli 7.5 se afjade 1 ml, de

. —~ 2/
solucidn cnzimdtica y se incuba a 37°C en bajio maria -
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por espacio de 10 minutos se para la reaccidn coﬁ 10'm1.
de &cido tricloroacético al 5% y se deja reposar a tempe
ratura ambiente por 30 minutos; posteriormente se filtra
a través de papel Whatman #1 y se desarrolla color como-
en la determinacidn de la pepsina; las densidades dpti--
cas se refieren a la curva estandard.
UNIDAD., -

La unidad es equivalente a la unidad de activi--
dad péptica.

DESARROLLO DE COLOR DE LA TIROSINA.

La velocidad de las dos reacciones enzimdticas -
se determina mediante la cuantificacidn de la tirosina -
liberada como producto, se hizo una exploracidn dé las -
condiciones de desarrollo de color a fin de precisar los

factores de la reaccidén que influencian en la intensidad

del miswmo.
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DENSIDAD OPTICA
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Figura No. 1
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ESPECTRO DE ARSORCION.
Con una solucidn de 60 microgramos de tirosina
en'18 ml, se determina la densidad éptica a las longi-

tudes de onda sefialadas en la grdfica.



DENSIDAD OPTICA
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Figura No. 2
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Se usa la misma concentracién de tirosina que

en el experimento correspondiente a 1la grifica anterior.



MICROGRAMOS DE TIROSINA
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Figura No, 3
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Figura No.4
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Figura No. 5
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Figura No. 6
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CURVA ESTANDAR DE TIROSINA,
Se usan las cantidades de tirosina sefilaladas en
las abscisas y se éesarrolla el color con el reactivo -

le fenoles ya sefialada,
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Figura No, 7
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Figura No, 8
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Figura No. 9
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Figura No. 10
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Figura No. 11
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en las condiciones sefialadas.

4+ Preparado Comercial (5 ug. en cada tubo)
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Figura No., 12
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4 ACTIVIDAD TRIPTICA,

CURVA DE PROGRESO.
Se usan cuatro microgramos de preparado comer-—

cial y se determinan las actividades a los tiempos se-

flalados.
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Figura No. 13
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4 ACTIVIDAD TRIPTICA.

CURVA DE CONCENTRACION DE ENZIMA

Se usan las concentraciones de enzima senaladas

y se mantienen constante los otros factores de la rea—-—

ccibdn. Un mililitro de 1la solucidn es equivalente a 2 -

microgramos de tripsina.
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Figura No. 14
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+ ACTIVIDAD TRIPTICA,
VARIACION EN LA CANTIDAD DE SUBSTRATO

Se usan los mililitros de substrato sefialadas en
la gré4fica, un mililitro es equivalente a 0,322 micromo-—
las de hemoglobina.

+ Preparado Comercial
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Figura No, 15
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VARIACION DE pH j

Se usan amortiguadores de citrato y fosfatos -

0.2M.

+ Preparado Comercial



MICROGRAMOS DE TIROSINA

- 33 -
§
Figura No. 16 E
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4+ ACTIVIDAD TRIPTICA.

VARIACION DE TEMPERATURA,
Se preincuban enzima y reactivos a la temperat&

ra sefialada y se sigue el procedimiento general.

+ Preparado Comercial.,
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Figura No. 17
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MILILITROS DE SUBSTRATO

ACTIVIDAD "PEPTICA"™ EN SUERO
VARIACION DE SUBSTRATO.

Se usa un mililitro de suero y las otras condi-

ciones como en la figura No. 9
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Figura No., 18
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MILILITROS DE SURSTRATO

GRAFICA PARA CALCULAR LA CONSTANTE DE
‘ MICHAELIS.

A.—- Preparado Comercial

B,- Suero.
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Figura No, 19

+

N
\»

£
¥, 0 5

pH

EN SUERO

VARIACION DEL pH

Condiciones generales como en 1a figura No.10
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Figura No,., 20
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ACTIVIDAD "PEPTICA" EN SUERO

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA,

Condiciones como en la grlfica VNo, 11

U
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Figura No. 21
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RECIPROCA DE LA TEMPERATURA ABSQOLUTA

ENERGIA DE ACTIVACION
A.- Actividad peptica en suero

B.- Preparado Comercial
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Figura No. 22
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MILILITROS DE SUBSTRATO

ACTIVIDAD"TRIPTICA" EN SUERQ

VARTIACION DE SUBSTRATO.

Mismas condiciones que las usadas en la gréfi-

ca No,. 14



SUBSTRATO x 103/VELOCIDAD

,//1;7? X . . )

- 4o -

Figura No, 23
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MILILITROS DE SUBSTRATO

GRAFICA PARA CALCULAR LA CONSTANTE DE
MICHAELIS.

A.- Preparado Comercial
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Figura No., 24
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ACTIVIDAD "TRIPTICA" EN SUERO,.
VARIACION DEL pH

Se usan las mismas condiciones generales que pa

"ra la figura No. 15.
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Figura No., 25
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ACTIVIDAD "TRIPTICA" EN SUERO

INFLUENCIA DE LA PEMPERATURA,

Las mismas condictones que 1as usadas on 1a

figura No. 16
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Figura No, 26
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RECIPROCA DE LA TEMPERATURA ARSCOLUTA
ENERGIA DE ACTIVACION.

A.,- Preparado Comercial

B,- Actividad triptica en suero.
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Cualquier estudio orientado hacia la funciédn ca-
talftica de las enzimas debe basarse en la cuantifica-—-
cién de la velocidad de ia reaccidn correspondiente, La
modificaciédn de cualquiera de los factores que intervie-
nen en la reaccifn produce alteraciones en la velocidad-
de la catalisis y ciertas consecuencias que orientan al-
me jor entendimiento del mecanismo de la accidn enzimiti-
ca.,

Algunas de las caracter{sticas del comportamien~
to cinético de las enzimas estudiadas podrfan servir co-
mo norma para juzgar si las actividades proteolfticas --
que se miden en sangre en condiclones especificas se de-

ban a la presencia de pepsina y tripsina respectivamente,

La curva de progreso para la pesina es una 1inea

recta y por lo tanto cualquier determinacidén serd cier--

ta si se verifica a cualquier tiempo entre 30 minutos y

244 horas, sin embargo debe notarse que la curva no pasa
o *

or el origen Yy esto es probablemente debido a que la =~
P ]

cantidad de producto producida no es la suficientemente

je para poder ser cuantificada por el método utili-
granc ¢

zado.
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La curva de progreso de 1la tripsina es recta Gni-
camente de cero a 10 minutos, las determinaciones debie--
ran efectuarse por lo tanto en esta zona. La desviacidn-
de la curva como se sefiala en la grdfica es diffcil de —--
analizar pero probablemente se debe a agotamiento en la -
concentracién de substrato.

EFECTO DE ILA CONCENTRACION DE ENZIMA

*

Bajo las mismas condiciones n moléculas de enzima
cuando actlan independientemente en solucibén transforman-—
n veces mAis substrato en la unidad de tiempo que una sola
molécula: la velocidad por lo tanto es proporcional a la-

concentracién de enzima y esto se indica habitualmente --—
por la siguiente ecuacidn:
v = k (E)
V = Velgcidad
k =« Constante

(E)m Concentracibn de enzima.

De hecho nuestras dos enzimas siguen esta senci~--
<

11 cuacién Esto nos indica que no existe limitacién -
a e .

I’ L .
W 1a capacidad del método, que estas enzimas actlan sin
er P

. cia de impurezas tbéxi--
ningdn marcapaso ajfiadido, la ausen p

acidén enzimftica puede asegurarse; la —-—-—
<

cas en la prepar
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presencia de inhibidores es poco probable y por Gltimo
puede pensarse que existen todos los cofactores que se

necesitan para la reaccibdn enzimdtica siga un progreso

lineal.

EFECTC DE LA CONCENTRACION DE SURSTRATO,

La concentracibén de substrato es uno de los —--
factores mAs importantes en la determinacidn de la ve-
locidad de las reacciones enzimlticas, En casi todos-
los casos en que se grafica la velocidad inicial con—--
tra la concentracibn de substrato se puede obtener co-
mo en el caso de las dos enzimas estudiadas un segmen-
to de una hiperbola rectangular, Resultados similares
se obtienen siempre gue un proceso depende de una sola
disosiacidn; la teorfa de Michaelis y Menten postulada
1913 (34) se basa en procesos con disociacifn de este-
tipo y es sin duda alguna la base mds importante de 1la
mayorfa de la cinética enzimftica. La determinacién -
de la constante de Michaelis es fundamental ya que cons
tituye una caracterf{stica primordial para la actividad

de una enzima cuando se considera substrato y tempera-
S (9

turas particulares. La constante de Michaelis para la

pepsina determinada por el método de Dixon y Webb es -
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igual a 3.25 por 10_7 y para tripsina es de 5.1 por 10-?
esto nos indica que ia afinidad de pepsina por la hemo=--
globina es ligeramente superior a la de la tripsina por-
tal enzima ya que la constante de Michaelis nos indica -
la concentracién de substrato necesaria para que la velo
cidad de la reaccibn enzimitica sea la mitad de la velo-
cidad méxima. Esta afirmacibén se demuestra si se parté—
de la ecuacibdn que relaciona la concentracibn de substrg

to a la velocidad de la reaccidn enzimltica;

v = v
1 4 Km
S
v = Velocidad cuando la concentracién de substra
.to es S.
V = Velocidad m&xima cuando la concentracibén de-

substrato es suficientemente alta para satu-

rar la enzima.

1

Km La constante conocida como constante de -

Michaelis.
s = Concentracidn de substrato.

Si en 1la ecuacidén anterior Km es igual a s tene-

mos: v



Entonces, constante de Michaelis es la concen-
tracibédn de substrato cuando se cumplen las condiciones
de la ecuacién anterior,

La ecuacién (2) puede transformarse después de
varios pasos a la siguiente:

S = Km +

Esta ecuacibn es la gr&fica de una 1lf{nea recta
cuya inclinacibn es 1/V el intercepto en el eje verti-
cal es Km/V y —Km se obtiene prolongando la grafica pa
ra cortar el eje de las abscisas, Estos dos métodos:-
definicidn en el caso de la tripsina y ecuacién (4) en
el de la pepsina se utilizaron para calcular las cons-
tantes correspondientes.

EFECTO DE pH

a

En general las enzimas son activas solamente en
cierto rango de pH y en la mayorfa de los casos se pue
de observar cierto pl al cual 1la actividad enzimitica-
es mAxima este punto particular es el pli édptimo.

En el caso de la pepsina el ra.n{‘;o de pHl en el-
cual la actividad de esta enzima es maAxima se extiende
desde 1.4 a 3 .:\proximndumenL’o y este resultado praoba-—-—

: R . gty
blemente se deba a gque 1a disosiacion del grupo carbo
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“ito distal del 4cido glutdmico es méxima en este rango

en cuanto a Ja feni) alanins v la tirosina que se supo-
ne forman parte del centro active de esta enzima proba-
blemente juepan un pape!l secundario ya que su ioniza-—-—-—
cifn a este pll es practicamente nula,

k1l rango de mayor actividad que se obtiene para
ta Lrdpsina se extiende desde 7,0 hasta 9,0 aproximada-—
menlte esto puede explicarse si se recuerda que la eS—==
froctura del cenbro aclivo de Ta tripsina intervienen -
cineo aminoAcidos, todos l1os cuales tienen pK(s) que hi
cen suponer su disociacibdn en esta zona de pll contribu-
yendo pues todas ellas o la carpga neta del centro acti-~

vo Jdoe esta ene tma,

EECTO DI LA PEMPERATURA,

K1 eotecto Jde ITn temperatura sobre .la velocidad-
de 1a reaceidn enzimdtica pucde deberse a diferentes —~-

aasas, Punede atectar 1a estabilidad de la enzima; la-

-

roloe tdad de rompimionto del complejo enzima substrato,

-~

O Gque =e Jdetermina por el calor de activacidn de la —-~

—

caceidng puede intluenciar tamdién 1a afinidad enzima-
culetrate o aftoectar las funciones pll de cualquiera, o -

A

de tode=- las componentes que entran en la reaccibn por-
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modificacibédn de 1los pK(S) lo que puede ser investigado -

cuando se calcula los calores de ionizacibn, puede tam—-

bién producirse un cambio en la afinidad de la enzima ==

por activadores e inhibidores o puede haber un cambio de

marcapazo cuando dos 6 mi&s con diferente coeficiente de-
temperatura toman parte en la reaccidn enzimitica,

l.os resultados que se obtienen para pepsina y =-
tripsina a partir del cdlculo de la energfa de activa---
cibén y de la gré&fica misma de la variacibén de temperatu-
ra contra actividad sugieren que el efecto primordial en
este caso es sobre la velocidad del rompimiento del com—-
plejo.

La energfa de activacidn se calcula utilizando -
1a ecuacidn empirica de Arrhenuas,

d log k = E
daT RT=

Transformando a logjp Se obtiene:

d logyo" = _E x 41
2.303XR T

Entonces cuando se grafica la reciproca de la =--

temperatura contra el logyiok en unidades arbitrarias se-

obtiene la grAfica de una recta cuya tangente es igual a

- E/? 303 X R de donde se puede despejar E cuyo valor es



igual al de la tangente multiplicada por 2,303 y por el
valor de R que es 1,99. La energfa de activacién para-
pepsina es de acuerdo con este método es 9031 cal mol-1
y para tripsina es de 8614 cal mol_l.

La temperatura §ptima es la sefialada en la gré-
fica y la disminucidn de la actividad a temperatura mis
elevada probablemente se deba a desnaturalizaciédn de la
enzima,

En estas condiciones el comportamiento cinético
cuando se introducen las variables de pll, temperatura,-
y la obtencibén de la constante de Michaelis proporcio--
nan indicaciones acerca de que si la actividad determi-
nada en suero en las condiciones establecidas deba atri
buirse a la presencia e pepsina y de tripsina,

Se pudo observar gue para el caso de la pepsina
aungue la constante de Michaelis encontrada en suero es
muy semejante a la del extracto de mucosa glstrica, la-
curva de pli es diferente y la energfa de activacidbn es-
completamente distinta es de 9031 cal. mol.—lpara el --

i - ) suero
preparado comercial y de 2616 cal. mol, para el

En lo que se refiere a 1a tripsina la curva de-

pll es distinta, la constante de Michaelis es diferente-
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y lio encerpis de sctivacidn es de 61 cal. rr‘ol.-1 para

“b oprepsrsdo cowercinl y 2927 cal. wol. rara el sue-
Paoj o= decin y estos datos san supestiveos de rque la --
sctividod "triptics” encontrads en suero no correspon-
de o 1a tripsing del extracteo poncredtico.

ks pues e suponerse que las sctividades "péb-
tica v trfptica™ del suero mwedidas en las condiciones-
descrytaos san representativas adends de otras enzimas-
proteoliticas (resentes on suero.,

ks pues esto que se ha indicado que rara el ca
S0 e la Lripsing se usen substratos con una especifi-
cldad abhsolula paric esta enzima como el clorhidrato de
u{rn Lenzoil-tl-hrpinina amida (17).

Esbo indica necesariamente que muchos datos --
Intormados on 1a literatura de actividad péftica Yy ===

-

tefptica en diferentes padecimientos gastro intestina-

les o son representativos de las actividades menciona

s,



IV.- RESUMEN



RESUMEN,

Se estudiaron condiciones cinéticas de extracto
de estdmago y pancreas y de suero a fin de establecer -
si las actividades triptica y péptica, que se estudian-
en este Ultimo son representativas de las actividades -
de pepsina y tripsina purificadgs.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que -
las actividades que se determinan en suero no correspon
den exclusivamente a la presencia de tripsina y pepsina
ya que la constante de -Michaelis la energfa de activa--
cidon y las curvas de pH son muy diferentes.

Se confirma la necesidad de usar substratos es-
pecificos para medir las actividades en suero represen-

ten las de tipo tripsina y pepsina.
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