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I NTRODUCC I ON

1. INTRODUCCION GENERAL.

Existen muchas clases de proteinas globulares, cada una
de ellas especializada en una funcién bioldgica. La
mayoria de las proteinas poseen actividad catalitica y se
puede decir, salvo escasas excepciones, que todas las
enzimas son proteinas.

La estructura de una molécula de proteina es de suma
importancia para determinar su actividad bioldgica. Se
reconocen cuatro niveles o tipos de estructura dentro de una
proteina. Estos niveles de estructura se designan:
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

Estructura primaria. Establece de modo especifico la
secuencia de los diferentes aminoidcidos de la cadena
polipeptidica. Es interesante sefialar que el nlmero de
proteinas diferentes conocidas es muy grande, siendo para
una bacteria del orden de varios miles y estimandose para
un mamifero en millones(1). Sin embargo, los aminodcidos
que constituyen a las proteinas pueden limitarse a sdlo 20
con la eventual aparicidn, en casos muy particulares, de
algun otro diferente(2’3). . Estos aminoacidos tienen en su

cadena lateral una variedad de grupos funcionales, pudiendo

ser aromiaticos o alifiticos, con carga o sin ella y de




tamafios y polaridades variables.

Estructura secundaria. Es el arreglo de aminodcidos
formando, en diferentes porciones de la cadena, estructuras
regulares y repetitivas, donde los angulos diedros de la
cadena de la proteina adquieren valores bien determinados.
La cadena de aminodcidos puede plegarse en el espacio
estabilizandose por medio de enlaces de hidrbgeno gque se
establecen entre los atomos de las uniones peptidicas.
Dos de las estructuras secundarias mas comunes son la
hélice alfa y la hoja beta. En la primera, la cadena se
enrolla tomando una disposicidén semejante a la de un
resorte donde las cadenas laterales se disponen hacia el
exterior de la hélice(4). En la segunda, la cadena de
proteina adquiere una conformacidn del tipo =zig-zag, con
sus cadenas laterales situadas en los vértices de la

estructura(4'5).

Dada la gran flexibilidad de 1la cadena,
podria esperarse un numero amplio de diferentes
estructuras secundarias, pero las dos descritas
anteriormente son preferidas, debido a que minimizan
repulsiones de tipo estérico entre los grupos R y ademas
son estabilizadas por puentes de hidrdgeno.

Estructura terciaria. Se refiere al modo como la cadena
polipeptidica se curva roi se pliega acomodando las

estructuras secundarias y los segmentos gque 1las unen para

formar la estructura estrechamente plegada y compacta de las
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proteinas globulares.

Estructura cuaternaria. Pone de manifiesto cdmo se
disponen en el espacio las cadenas polipeptidicas de una
proteina que posee mas de una cadena. La mayor parte de
las proteinas con masa molecular superior a los 50000 Da,
fibrosas o globulares, contienen dos o mas cadenas
polipeptidicas, entre las cuales pueden no existir enlaces
covalentes(z).

Las estructuras terciarias y cuaternarias estan formadas
por enlaces quimicos, fuertes y débiles, todos ellos
participando en la estabilizacidn de estas estructuras. En
las proteinas globulares 1las cadenas laterales de los
aminodcidos hidrofbbicos se  encuentran generalmente
dirigidos hacia su interior y est@n interaccionando entre
si a través de fuerzas de Van der Waals. Por otro lado,
la mayoria de los residuos polares estan dirigidos hacia el
exterior de la proteina, donde interaccionan con el
solvente. Las fuerzas que determinan la estructura
terciaria, son debidas a enlaces tanto covalentes como no
covalentes. De los enlaces covalentes el mds importante es
el disulfuro (-S-S-), formado a partir de dos residuos de
cisteina, ya que su presencia determina en algunos casos el
plegado de la cadena polibdptidica. Los reactivos que
atacan al grupo disulfuro modifican, radicalmente, 1las

propiedades bioldgicas de 1la proteina ya que é&stas

bbb,
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dependen fundamentalmente de la estructura terciaria.
Agentes como el mercaptoetanol o el ditiotreitol, que
reducen el enlace disulfuro a dos tioles (-SH), pueden
llegar a desnaturalizar una proteina.

Algunas interacciones débiles tiene una participacidn
en la estabilidad de la estructura terciaria de las
proteinas. Los agentes capaces de destruir estas
interacciones pueden, por lo tanto, desnaturalizar a las
proteinas(s). Hay enlaces por puente de hidrdgeno que
estabilizan las estructuras secundaria 3% terciaria.
Existen interacciones electrostiticas entre grupos cargados

(7)

0 polares y enlaces hidrofdbicos entre cadenas laterales
apolares las cuales pueden estar muy distanciadas entre si
en la estructura primaria, pero muy cercanas en la
, . 4 . ,
conformacidén final de la molécula'?). También existen
enlaces aromdticos por sobreposicién de regiones donde se
encuentran electrones deslocalizados en anillos aromiticos,
e incluso enlaces de coordinacidn de diversas partes de 1la
. .2 . (3)
proteina con un ion metalico .

La desnaturalizacidn es el proceso por el cual una
proteina pierde su estructura nativa, para tomar una
conformacidn aleatoria. Este proceso no rompe los enlaces

PR ' . N
peptldicos, por lo que la estructura primaria permanece

inalterada. Sin embargo, las propiedades enzimiaticas se

pierden y en general las propiedades fisicas y quimicas




(8)

muestran cambios . Por ejemplo, la solubilidad de la
molécula disminuye al desnaturalizarse, debido a gque los
grupos hidrofébicos aglutinados en el interior de la
molécula gquedan expuestos al solvente acuoso. Otro
fendmeno muy comin causado por el desdoblamiento de la
cadena es la agregacidn, debida a la unién practicamente
irreversible de cadénas conformadas al azar. Esto produce
turbidez en la solucidén, debido a 1la formacidn de
particulas en suspensién(e’g)"

Las causas por las gue una proteina se desnaturaliza son
varias pero todas consisten en un cambio extremo en las
condiciones del entorno de la molécula. Tales cambios
pueden ser aumento de temperatura, extremos de pH, presencia
de agentes quimicos, etc.

La estructura terciaria estid determinada por la
estructura primaria, teniendo la secuencia de aminodcidos

la informacidn necesaria y suficiente para gue la proteina

adguiera una configuracién tridimensional especifica(s).
2. PROTEASAS TIOLICAS,

Las proteasas tidlicas o «cisteinicas comprenden un
grupo de enzimas cuya actividad proteolitica depende del

grupo tiol de un residuo de cisteina. Estan ampliamente

distribuidas a través de los sistemas vivos, encontrindose




en animales, plantas y bacterias, en los cuales actlian con
una variedad de funciones. Hay evidencia de gque la mayor
parte de ellas pertenecen a wuna familia de enzimas
homdlogas, similares tanto estructural como
funcionalmente(jo)’
Las proteasas tidlicas mas conocidas son agquellas
derivadas de fuentes vegetales, porque son las gque se
obtienen mas ficilmente y en mayor cantidad. Debido a su
obtencidn en grandes cantidades, las proteasas tidlicas
vegetales son ampliamente utilizadas en procesos
industriales, tan diversos como, ablandamiento de carne,
clarificacidn en manufactura de cerveza(jo), etc.; respecto
a su funcidn metabdlica, se sugiere que pueden actuar como
agentes protectores contra infecciones fungicas en 1la

planta(11).

Otros estudios, empleando pruebas de reactividad, han
mostrado gue el sistema cis-his parece ser una

caracteristica comin de las enzimas tiblicas de plantas y

animales(12-14). Cuando se analizan las especificidades vy

los modos de enlace similares mostrados por algunas de esas

enzimas(11'15’16), detectados por espectroscopia de

resonancia raman(17'19), los resultados indican que ellas

comparten estructuras con sitios activos y mecanismos de

v

accidén similares. Ademds, existe una gran similitud en

las proteasas cisteinicas, la cual ha sido demostrada por




(10)

estudios recientes de sus secuencias de aminoacidos , de
forma que las caracteristicas estructurales comunes y las
variaciones en su conformacidén estédn ahora delineadas con
mayor claridad.

En estudios previos sobre proteinasas cisteinicas
(11’20'21), se le ha dado énfasis al estudio de las enzimas
vegetales, particularmente a la papaina, la cual se ha
visto como un ejemplo tipico. La molécula de esta
proteina consiste de una sola cadena polipeptidica de 212
residuos de aminodcidos y tiene una masa molecular de 23350
Da“o).

Existe una gran variedad de proteasas tidlicas
caracterizadas por sus masas moleculares y por sus puntos
isoeléctricos. Casi todas estas enzimas tienen masas
moleculares estimadas en un intervalo de 20000 a 28000 Da.
Los puntos isoeléctricos son muy variables, lo que
probablemente es un reflejo de los medios ambientes
bioldgicos diferentes en los cuales operan.

En algunos casos se pueden aislar enzimas miltiples de

la misma fuente; al menos tres enzimas distintas que poseen

actividad proteolitica (papaina, quimompapaina y
proteinasa A, en proporcidn de 5, 27 y 18%,
respectivamente(ZZ)), han sido caracterizadas a partir del

)(20—23)

latex de papaya (Carica papavya La fraccidén de

guimopapaina parece contener un namero aun no determinado




(23_26). Estas

de enzimas con caracteristicas similares
formas maltiples de wuna misma fuente no son simples
productos de degradacidén ya que en la mayoria de los casos
hay diferencia, claramente establecida, en la secuencia de
aminoicidos y en algunas de sus propiedades fisicas.

Al igual que la papaina, la gquimopapalna es una

tiolenzima que es activada por cisteina o cianuro y es

inhibida por reactivos que protegen el grupo tiol(27’28).
Las especificidades al substrato de papaina Yy
guimopapaina, muestran un considerable grado de
similitud(27'29'30). En contraste a la papaina, la

quimopapaina es muy estable a valores de pH écidos(31'32).

Entre las enzimas de los vegetales la quimopapaina
difiere en que aparentemente tiene 2 grupos tiol libres,
siendo activo enzimdticamente sblo uno de ellos(23s33),
También presenta algunas particularidades en sus
propiedades cinéticas(34). Pero probablemente pertenece a
la misma familia estructural como las otras enzimas
cisteinicas de vegetales.

Las proteinasas de litex de papaya pueden dividirse de
acuerdo a sus puntos isoeléctricos en tres grandes grupos
de basicidad (Tabla I). Debido a esta diferencia, las tres
enzimas son separadas por'.cromatografia de intercambio

idnico. Recientemente se ha reportado(23) la existencia de

cuatro formas de quimopapaina llamadas A y B1—B3 en orden




de incremento de basicidad.

TABLA I

Masa Punto

Proteasas Molecular Isoeléctrico Ref.
Papaina 23350 8.75 (1)
Quimopapaina 35000 10.1-10.6 (20)

26-28000 (35)
Proteinasa A 24000 11.0 (20,35)

Un anilisis comparativo de la secuencia de aminodcidos
de la porcidén N-terminal de las enzimas del latex de
papaya demostrd inequivocamente la presencia de al menos
cuatro proteinas diferentes, cada una originada de un gen
individual(36).

Se observd una homologia muy extensa para los 17
primeros residuos de aminofcidos (Tabla II) lo cual indicd
que papaina, proteinasa A y quimopapaina provienen de un

gen ancestral comtin(3®). Dpebido a lo anterior, Polgar ha

sugerido que pueden ser consideradas como isoenzimas(26).




TABLA IT

SECUENCIA PARCIAL DE AMINOACIDOS PARA PROTEASAS DE

CARICA PAPAYA(36).

Papaina Tle |Pro Glu|Tyr ValjAsp Trp Arg|Gln|Lys Gly Ala Val Thr Pro Val Lys
Quimopapaina Tyr [Pro Glu|Ser Ile{Asp Trp ArgjAlallys Gly Ala Val Thr Pro Val Lys
Proteinasa A Leu |Pro Glu]jAsn Val|Asp Trp Arg|lys|Lys Gly Ala Val Thr Pro ValjArg

En suma, al presente no tenemos suficiente informacidn
para clasificar apropiadamente las diferentes formas

moleculares de la quimopapaina.

-10-




3.

OBJUET I VOS.

Lo expuesto hasta aqui pone de manifiesto que la

informacidn existente, acerca de la estructura y funcidn

de las proteasas cisteinicas de los vegetales, es limitada,

principalmente la que corresponde a las formas multiples de

la quimopapaina, ya que a la fecha, son pocos los estudios

dedicados al conocimiento estructural de esta proteasa.

El objetivo del presente trabajo es contribuir al estudio

de las formas miiltiples de gquimopapaina. El estudio se

realizd siguiendo diferentes etapas:

a)

b)

c)

Determinar las condiciones experimentales para la
separacidén de las formas miiltiples de quimopapaina.
Caracterizacidn de 4 formas de quimopapaina.

Comparacidn de estructuras conocidas con la probable

estructura de la quimopapaina.

-11-




MATERIALES Y METODOS
1. QUIMOPAPAINA

Para la separacidén de 1las formas miltiples de la
quimopapaina se utilizaron como material de partida dos
lotes de quimopapaina comercial con las siguientes
caracteristicas:

1) Lote 14F-81251 (EC.3.4.22.6) de Sigma Chemical,
parcialmente purificada, libre de papaina y lisozima.

2) Lote 74F-8199 {EC.3.4.22.6) de Sigma Chemical,
cromatogridficamente purificada, libre de papaina,
lisozima y proteinasa A.

La homogeneidad de las muestras de las formas miltiples
de la quimopapaina ya aisladas, se demostrd mediante el
empleo de varias técnicas: Cromatografia de filtracidn
en gel HPLC, cromatografia de intercambio idnico HPLC,
electroforesis tradicional en poliacrilamida.

La concentracidn de las muestras fue estimada
espectrofotométricamente a 280 nm, utilizando los
coeficientes de extincidn ;determinadds en el presente

trabajo.

~12-




2. OTROS REACTIVOS.

Se utilizd hidrocloruro de guanidina (GuHCl) comercial,
grado I Sigma Chemical Co.

El resto de los compuestos usados fueron grado reactivo.

3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

La purificacidn de las proteinas es de gran
importancia, ya que para realizar cualquier estudio sobre
ellas, lo primero que hay gque considerar es su pureza, con
lo cual aséguramos que los resultados obtenidos corresponden
exclusivamente a la proteina estudiada.

La quimopapaina es una enzima proteolitica que se
autohidroliza ficilmente, siendo necesario mantenerla a
bajas temperaturas para evitar la hidrdlisis. Debido a 1lo
anterior, todos los tratamientos fueron realizados en frio
(banic de hielo a 4°C). |

La cromatografia 1liquida de alta presidn (HPLC)
presenta una gran cantidad de ventajas con respecto a 1la
cromatografia tradicional, por ejemplo, versatilidad,
rapidez, reproducibilidad, estabilidad y sensibilidad.

Los polielectrolitos talés§como las proteinas se unen a
los intercambiadores de iones a través de la formacidn de

uniones electrostiticas entre cargas de signo opuesto entre

-13-




la macromolécula adsorbida y el intercambiador de iones.
Mientras mayor sean el nimero de uniones y la carga de los
icones, mayor serd la afinidad. Estas uniones
electrostaticas individuales se estan disociando
constantemente y reformando a medida que los iones de sal
compiten por los sitios de unidn. Cuando las sustancias
gue se van a separar se mueven lentamente en comparacidn al
ligquido eluyente se obtienen los picos mejor resueltos(37).

Las formas mltiples de la quimopapaina se separaron
por cromatografia liquida de alta resolucidén (HPLC),
utilizando una columna de intercambio catidnico TSK-CM3SW
de 75 mm de longitud y 7.5 mm de didmetro interno, en un
cromatdgrafo de liguidos Varian 5020B. Se inyectaron
10 ul de la quimopapaina comercial lote 14F-81251, la cual
fue preparada a una concentracidén de 10 mg/ml.

Las condiciones cromatogrificas experimentales mas
adecuadas para la mejor separacidn de las formas miltiples
de la quimopapaina se determinaron mediante la
modificacidn de parametros tales como el valor de pH, el
flujo y la variacidn del gradiente salino.

pH. Se prepararon soluciones reguladoras a diferentes
valores de pH: 7.0, 6.4 y 6.0, a partir de sales de fosfatos
a una concentracidn total dé, 0.05M mas 0.02% de NaN,,
también se prepard una solucidén requladora de pH 5.0 con

acetatos 0.05M y 0.02% de NaN3.

-14-~
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FLUJO. Se eluyeron muestras de quimopapaina a
diferentes flujos (1.0, 0.5, 0.3 y 0.2 ml/min), manteniendo
constantes el pH y el gradiente.

GRADIENTE SALINO. A pH y flujo constantes, se obtuvieron
cromatogramas con diferentes programas para el gradiente,
dichos programas fueron: a) lineales con gradiente 3.5,
2.59, 1.89 y 1.49 X 1072 M min™'; b) cbncavo; c) convexo Yy
d) escalonado.

Se utilizd como fase movil un sistema binario, el
regulador de fosfatos previamente descrito como solucidn A
y la misma solucidén con NaCl 1M como eluyente B.

A partir de los cdlculos de resolucidn se eligieron las
condiciones de -elucidén mas adecuadas, de acuerdo al efecto
del pH, al flujo del eluyente y al programa del gradiente,
se hicieron corridas preparativas en las que se inyectaron
10 mg de la quimopapaina comercial, lote 74F-8100,
disueltos en 1 ml del regulador apropiado.

Se llevaron a cabo recromatografias en las que fue
necesario concentrar las muestras colectadas, utilizando
cartuchos inmersibles Millipore para ultrafiltracidén, con
1imites de exclusidn de 10000 Daltons.

Una vez aisladas las formas maltiples de la
quimopapaina, se procedid 5 investigar su grado de pureza,
sus masas moleculares y el andlisis conformacional de cada

una de ellas.
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4. COEFICIENTE DE EXTINCION

El tratamiento cuantitativo de la absorcidén de energia
radiante por la materia, depende del principio general de la
ley de Beer: A = abc(38), donde:

A = Absorbancia

a = Constante de proporcicnalidad llamada absortividad

b = Espesor de la muestra absorbente de luz (cm)

c = Concentracidn de la especie absorbente (mg/ml)

La ley de Beer indica que la absortividad es una
constante independiente de la concentracidn, la longitud de
la trayectoria y la intensidad de la radiacidn incidente.
La absortividad es una propiedad de una sustancia. La

magnitud de a depende de las unidades utilizadas por b y c.

La constante de absortividad o coeficiente de extincidén se

expresa en ml mg~ ! cm™! si la masa molecular del material
absorbente es desconocida.

El coeficiente de extincidn determinado en las muestras
de las formas miiltiples de la quimopapaina fue medido a
partir de las soluciones de esta proteina, de acuerdo al
procedimiento siguiente: se concentraron las muestras a 0.20
mg/ml aproximadamente y se dializaron contra agua
desionizada durante 72 horas. Se les midid su absorbancia
a 280 nm en una celda de 1 cm de recorrido &ptico y se

determind su volumen con la mayor exactitud posible, se

16—




colocaron en recipientes vacios previamente pesados y se
evapord el solvente de las muestras en una estufa a 100°C,
durante 24 horas, dejando enfriar el residuo en un desecador

para finalmente determinar su masa.

5. ACTivIDAD PROTEOLITICA.

La actividad proteolitica se determind utilizando

35
caseina como sustrato( ).

Se activaron 0.25 ml de
solucidn enzimdtica a una concentracidn entre 0.05 y 0.20
mg/ml de la siguiente forma: se adiciond 0.75 ml de
cisteina (0.1M en cisteina y 0.01M en EDTA), dejando en
incubacidn las muestras durante 5 min a 35°C. La reaccidn
se inicid agregando 1 ml de caseina (1% p/v), dejando
transcurrir 10 min exactamente y manteniendo la misma
temperatura anterior; después se afiladieron 3 ml de A&cido
tricloroacético (TCA) al 5%, a fin de detener la reaccidn.
La mezcla se dejd en reposo durante 30 min; posteriormente
se centrifugd y se midid la absorbancia del sobrenadante a
280 nm. En estas condiciones 1la unidad de actividad
corresponde al cambio de 1.0 unidad de absorbancia/minuto.

La actividad especifica es la unidad de actividad por mg de

enzima(39).

-17-~




6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Hay vérios tipos de electroforesis que son {tiles para
el andlisis y la separacidén de proteinas. En la
electroforesis de zona se puede separar una mezcla de
proteinas basandose en la carga eléctrica y el tamailo
molecular; generalmente se utilizan geles de almiddén o de
poliacrilamida como materiales de soporte. Al final del
experimento la posicidn y la cantidad de proteina en un
gel se determinan por aplicacidn de un colorante que tifie a
éstas una vez fijadas al material de soporte por
precipitacidn; la intensidad de la coloracidn retenida es
proporcional a la cantidad de proteina.

La electroforesis se realizd en un aparato Multiphor LKB
2117 con placas horizontales de gel de poliacrilamida (2 x
115 x 250 mm), preparadas al 5%, utilizando un regulador de
imidazol con una concentracién de 0.05M y un pH 7.0.

La concentracidn de las muestras analizadas fue entre
0.2 v 2.0 mg/ml; se colocaron 10 ul de muestra en cada una
de las ranuras de la placa y se aplicd un campo elé&ctrico
de 12 V/cm, durante 2.5 horas. El tratamiento posterior
para la placa fue: 30 min en solucidn fijadora, mezcla de
acido tricloroacético al 17.1% (p/v), écido.

sulfosalicilico al 5.1% (p/v) y metanol al 30.0% (v/v); 60
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min en solucidén de tefiido, mezcla de metanol al 45.4%
(v/v), azul de coomassie R-250 0.25% (p/v) y &cido acético
glacial 9.2% (v/v); de 2 a 5 horas en Solucién de
destefiido, que es una mezcla de etanol 30.0% (v/v), A&cido
acético 10.0% (v/v); y 60 min en solucidn preservadora,
que es una mezcla de etanol 30.0% (v/v), A&cido acético
10.0% (v/v), glicerol 10.0% (v/v), ésto fue de acuerdo al

procedimiento descrito en la ref. 40.

7. DETERMINACION DE MASAS MOLECULARES

La determinacién de masas moleculares de proteinas es
indispensable en la resolucidén de una gran variedad de
problemas. En la elucidacidn de la estructura primaria de
una proteina el conocimiento de la masa molecular permite
establecer el contenido de los diferentes residuos en 1la
cadena. Asimismo, cualquier estudio fisicogquimico de
proteinas, estructural o de interaccidn, requiere del
conocimiento de las masas moleculares.

Los métodos utilizados para determinar masas moleculares
permiten también establecer la homogeneidad y en algunos
casos, la identificacidn de una muestra.

Para determinar masas moléculares de biomoléculas, se
han utilizado varias técnicas. Una técnica de uso comiln

es la cromatografia de filtracidn en gel. Esta se basa en
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un efecto de tamiz molecular en el que el material de la
columna cromatogridfica logra retener mayor tiempo a las

moléculas con menor radio efectivo(41).

En el caso de
proteinas globulares, se ha observado una correlacidn
lineal entre el tiempo de retencidn y el logaritmo de la

masa molecular(41).

Sin embargo, es necesario considerar la
diferencia en la forma de las moléculas, ya que dos
proteinas globulares con la misma masa pero con radios
efectivos distintos presentan diferentes tiempos de
retencidén. A fin de evitar este problema, se ha sugerido
el empleo de un agente desnaturalizante para inducir la

(42)' El

conformacién de cadena aleatoria en las proteinas
cloruro de guanidina (GuHC1) 6M ha demostrado su
efectividad en este sentido, disminuyendo ademés las
interacciones de las proteinas con el material de empaque
de la columna, que en algunos casos afectan
significativamente los resultados.

Con el desarrollo de la cromatografia liguida de alta
resolucidn (HPLC), se ha aumentado la rapidez y precisidn
de la técnica de filtracidn en gel, permitiendo ademis el
empleo de cantidades menores de muestra.

La electroforesis en presencia de dodecilsulfato de sodio

)(43)'

(SDS es otra tédcnica. ampliamente utilizada. La

funcidon del detergente es cambiar la conformacidén nativa

de la proteina, ademids de enmascarar las cargas para que
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la movilidad de las muestras se deba exclusivamente a su
masa molecular; con esto se elimina la influencia de la
forma de la estructura nativa y de la composicidén de
residuos ionizables.

Para determinar las masas moleculares de las formas
miltiples de la quimopapaina se utilizaron 3 métodos:
a) Filtracidén en gel, cromatografia 1liquida de alta

resolucidn (HPLC).
b) Filtracidn en gel en presencia de guanidina,

cromatografia liguida de alta resolucidn (HPLC).

c) Electroforesis en presencia de dodecilsulfato de sodio.

7.1 FILTRACION EN GEL TRADICIONAL

Se usd un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn
Varian 5020B, con una columna TSK-2000SW de 7.5 mm de
didmetro interno x 30 cm de longitud, con guarda columna
TSK-GSWP de 7.5 cm de longitud.

En la filtracidén en gel tradicional (sin guanidina) las

muestras se disolvieron en regulador de fosfatos 0.05M, pH .

6.8 con NaCl 0.1M y 0.02% de NaN3. Se inyectaron 10 ul
de cada muestra con una concentracién de 1 mg/ml. La
elucidn se hizd con el mismo regulador, a un flujo de 0.5

ml/min. Las muestras se detectaron por su absorcidén a 280

nm, en un detector Varian UV-100. La columna se calibrd
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con los siguientes estindares: citocromo ¢ (Mr 12384),
lisozima (14300), mioglobina (16950), papaina (23350),
ovalblimina (43000), albimina y su dimero (68000 vy
136000).

7.2 FILTRACION EN GEL EN PRESENCIA DE GUANIDINA

Las masas moleculares se determinaron por filtracidén en
gel en presencia de GuHCl, de acuerdo a wuna modificacidn
del procedimiento descrito por Fish,'et al.(42), utilizando
preparaciones con una concentracidn de 0.20 mg/ml de
proteina. Estas muestras se incubaron previamente durante
8 horas en GuHCl 6M y 2-mercaptoetanol 0.1M, regulando el pH
a 8.6 con tris-hidroximetil amino-metano (Tris);
posteriormente se carboximetilaron con iodoacetamida 0.12M
por 1 hora, a temperatura ambiente. Se inyectaron 10 ul de
cada una de las soluciones de proteina desnaturalizada en
una columna TSK-2000SW y se eluyeron con GuHCl 6M, a un
flujo de 0.5 ml/min. En la calibracidén de la columna se
utilizaron los siguientes estandares: aprdtinina (Mr
6500), citocromo ¢ (12384), lisozima (14300), mioglobina
(16950), papaina (23350) y anhidrasa carbdnica (29000).

Para evitar la autohidrélis;s, se carboximetilaron los
sitios activos tanto de la papaina como de las

quimopapainas antes del tratamiento desnaturalizante. Para
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ésto, se activaron con mercaptoetanol 0.1M durante 30 min y
posteriormente se les adiciond iodoacetamida 0.12M,
dejdndolas reaccionar durante 60 min. Una vez bloqueados
los sitios activos de las muestras, se les aplicd el

tratamiento descrito anteriormente.

7.3 ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE

DODECILSULFATO DE SODIO (SDS).

La electroforesis se realizd en un aparato Multiphor LKB
2117, con placas horizontales (2 x 115 x 250 mm) de gel de
poliacrilamida al 10% en presencia de dodecilsulfato de
sodio (SDS), utilizando un regulador de imidazol 0.05M, pH
7.0 y SDS al 2% (p/v). La desnaturalizacién con SDS se
realizd en muestras con una concentracién de 0.2 a 2.0
mg/ml, adicionando SDS al 1% (p/v), dejando 2 min en
ebullicidn y agregando 10 ul de mercaptoetanol. Antes de
la desnaturalizacidn, a las proteasas se les bloqued su
sitio activo; para esto se adiciond mercaptoetanol 0.32M
durante 1 hora y posteriormente se agregd iodoacetamida
sdlida para tener una concentracidn final de 0.6M, dejando
reaccionar durante 30 min.

Posteriormente, se colocapon 10 ul de muestra en cada una
de las ranuras de la placa y se sometieron a un campo

eléctrico de 12 V/cm durante 2 horas. La tincidon de 1la
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placa se efectud de acuerdo al procedimiento descrito en la
ref. 40.

La determinacidn de las masas moleculares de las
muestras problema (guimopapainas), se hizo en base a una
comparacién con estandares, los cuales fueron: citocromo
c (Mr 12384), lisozima (14300), y-globulina cadena ligera vy
cadena pesada (23500 y 50000), tripsindgeno (23991),
ovalbimina (43000), a-1-glicoproteina (44000) y albimina

y su dimero (68000 y 136000).

8. DicroismMo CIRCULAR.

Algunos métodos que aportan informacidn estructural
global para las proteinas son la dispersidn rotatoria
dptica (DRO) y el dicroismo circular (DC).

La estructura secundaria de una prcteina, se puede
determinar por los métodos siguientes: espectroscopia
infrarroja, raman y dicroismo circular. De los tres el
mas poderoso es el dicroismo circular(44).

En la figura 1 se muestra el diagrama esquemdtico de un

(45)

espectropolarimetro Los equipos comunes permiten

utilizar radiacidn electromagnética en el intervalo de

longitudes de onda de 180 a' 700 nm.
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La radiacién de una fuente muy estable y de gran
intensidad (F) pasa a través de un monocromador (MC) y es
polarizada en un plano por un prisma (P). A continuacidn,
el modulador (MO) actia como un retardador de la fase de
uno de los componentes de la radiacién. La variacidn en
la fase depende de la sefial eléctrica de alta frecuencia
que el sistema electrdnico (SE) del aparato emite y que es
recibida por el modulador. De esta forma, el haz incidente
(I) estd alternativamente formado por luz circularmente
polarizada a la derecha y a la izquierda. El haz atraviesa
la muestra (M) y al emerger es convertido en wuna senal
eléctrica por el detector (D). El sistema electrdnico
calcula la diferencia entre la absorcidn de radiacidn
circularmente polarizada en ambos sentidos, conviertiéndola
en el valor numérico de la elipticidad y graficandola
contra la longitud de onda en el registrador (R).

Los espectros de dicroismo circular (DC) se obtuvieron a
25°C en un espectropolarimetro JASCO modelo J-500A, el cual

se calibrd con Acido d—10-canforsulf6nico(46).

Los

experimentos se realizaron con soluciones de 0.10 a 0.20
mg/ml en una celda de 0.1 cm para la regién del
ultravioleta (UV) lejano (190-250 nm), y de 0.15 a 0.60
mg/ml en celda de 1 cm paraila zona de UV cercano (330-250

nm). Previamente, las muestras se dializaron durante 72

horas a 4°C, contra un regulador de fosfatos 0.01M, pH 7.0.
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La concentracidén de las muestras se determind  por

absorcidn de luz, utilizando los coeficientes de extincidn

1%

(A1cm,

) determinados para cada componente. La
280

elipticidad por residuo medio, [8], se calculd utilizando

1

una masa molecular de 110 g mol ' por residuo, de acuerdo a

la relacidn:

[8] = 1008 /c*1 (grados cm? decimol_l)(47)
donde

[8] = elipticidad molar por residuo

f = elipticidad

c = concentracidn molar de residuos

1 = longitud de recorrido optico, en cm.

El contenido de estructuras secundarias se estimd
mediante un ajuste de minimos cuadrados a los espectros de

base de Hennessey Yy Johnson(44).
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RESULTADOS Y DISCUSITON

1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

A fin de determinar 1las condiciones experimentales
adecuadas para una mejor separacidén de las muestras a
estudiar, se procedid al andlisis de los cromatogramas
obtenidos para cada una de las muestras, con diferentes
parametros de operacidn, dichos parametros consisten en:

a) Modificacidn del pH del eluyente.
b) Variacidn en el programa del gradiente salino.
c¢) Flujo de la fase mdvil.

La resolucidn se evalud a partir de 1la separacidn

lograda en los cromatogramas, utilizando la ecuacién(48)
siguiente:
R o R2 " m1_ 2 st
W2 + W.I W2 + W1 |
donde: |

tR2 Y tR1 son tiempos de retencidn de los componentes

eluidos, medidos en el maximo del pico.

At = es la diferencia entre 1los tiempos de aparicidn

entfe el pico 2 y el pico 1.
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ancho de la base del pico 1 en unidades de tiempo.

E )
"

)
"

ancho de la base del pico 2 en unidades de tiempo.

1.1 MODIFICACION DEL pH DEL ELUYENTE.

La figura 2 muestra tres cromatogramas, obtenidos cuando
se modificd el valor del pH de la solucidn de elucidn,
manteniendo constantes el flujo del eluyente y el programa
del gradiente. Los tres cromatogramas presentan la misma
forma, sin embargo, el tiempo de retencién varia entre
cada una de ellos. En la Tabla III se observan los datos
obtenidos, a partir del cdlculo de la resolucidén entre 1los
tres picos principales contenidos en cada uno de los
cromatogramas de 1la figura 2 (aplicando 1la ecuacidn

descrita anteriormente).
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Fig.

2.

20
Tiempo (MIN)
Cromatogramas de quimopapaina comercial (lote
14F-81251) en funcidn del pH. a) pH 7.2, b) pH
6.6, c) pH 5.9. Columna TSK-CM3SW, flujo 0.4

ml/min, gradiente salino 1.49 X 10°2 M min !
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pH RESOLUCION

Ri2 Ry3
5.94 0.619 2.074
6.66 0.587 2.029
7.20 0.763 3.109

Flujo 0.4 ml/min.

Gradiente 1.49 X 10°2 M min~ ‘.

1.2 VARIACION EN EL PROGRAMA DEL GRADIENTE SALINO.

La programacidn del gradiente salino se realizd para
diferentes funciones: cdncava, convexa, escalonada V%
lineal, manteniendo constantes el flujo (0.5 ml/min) y el pH
(6.4). A partir de los resultados se determind que las
funciones lineales permitieron una mejor separacion.
Dentro de las funciones lineales se varid el gradiente de
NaCl con 3.5, 2.59, 1.89 y 1.49 X 1072 M min~ !, con el fin
de determinar el gradiente Optimo. La figura 3 y la Tabla
IV muestran la variacidn del . gradiente y la resolucién

obtenida en cada caso, observandose que la resolucidn es
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Fig.

3.

20 ‘ 40 60

Tiempo (MIN)

Cromatogramas de quimopapaina comercial (lote
14F-81251) en funcidn del gradiente.
a) 3.50 X 10°% M min !, b) 2.59 X 1072 M min™ !,

c) 1.89 X 1072 M min ! y d) 1.49 X 1072 M min™!.

Flujo 0.5 ml/min, pH 6.4 y 0.0 a 0.7 M de NaCl.
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inversamente proporcional al gradiente.

TABLA Iv

GRADIENTE RESOLUCION
: ™1 2
M min X 10 R12 R23
3.50 0.090 1.330
2.59 0.060 1.570
1.89 0.380 1.680
1.49 0.420 2.137

Flujo 0.5 ml/min.

pH 6.4

1.3 FLUJO DE LA FASE MOVIL.

La variacidn del flujo de 1la fase mdvil manteniendo
constante el gradiente, 1.49 X 1072 M min *, y pH 6.4,
ocasiona que se modifique la resolucidén de acuerdo a la
figura 4 y la Tabla V, donde‘se observa que los valores de

resolucidn pasan por un maximo para un valor de 0.5

ml/min.
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20 ' 40 60
Tiempo (MIN)
Fig. 4. Cromatogramas de quimopapaina comercial (lote
14F-81251) en funcidén del flujo del eluyente.
a) 0.2 ml/min, b) 0.3 ml/min, ¢) 0.5 ml/min vy
d) 1.0 ml/min. Gradiente 1.49 X 1072 M min" ! y pH

6.4.
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TABLA \Y

FLUJO RESOLUCION

ml/min R12 R23
0.2 0.260 1.400
0.3 0.410 1.600
0.5 0.420 2.137
1.0 0.393 0.727

Gradiente 1.49 X 1072 M min~!.

pH 6.4

En resumen las condiciones Sptimas de elucidn para este

trabajo fueron:

pH 7.0
Gradiente 1.49 X 1072 M min ! (0.0 a 0.7 M de NaCl).
Flujo 0.5 ml/min,
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A diferencia del lote 14F-81251 de quimopapaina
comercial, el lote 74F-8199 de guimopapaina comercial no
muestra el daltimo pico observado en los c¢romatogramas
anteriores, lo cual nos indica que el segundo lote trabajado
tenia mayor pureza.

Las condiciones experimentales determinadas para el
primer lote se utilizaron en el analisis del segundo lote,
ya que después de haber realizado diferentes pruebas, se
observd que las condiciones Optimas para ambos lotes
coincidieron. |

En la figura 5(a) se muestra el perfil de elucidn de la
cromatografia de quimopapaina comercial (lote 74F-8199).
Las cuatro fracciones marcadas con barras del I al IV se
colectaron por separado y se recrématografiaron dos veces en
las mismas condiciones. En la segunda recromatografia se
obtuvieron picos razonablemente simétricos (figura 5(b)), y
el material colectado, como lo indican las barras, fue el

que se utilizd para estudios posteriores.

~-36-




Ao
[Na*] (m)

0.5}

A280

0.3
a8 I o\ S,
0.1 1 —/ 1 i e

138 16.6 17.2 18.1

g‘ﬁ"ﬁ*

VoLumen (ML)

a) Cromatogramas de quimopapaina comercial (lote

74F-8199). Se observaron 4 picos principales,
localizados en las zonas, entre barras, I,II,III vy
IV, los cuales corresponden a los volimenes

eluidos de 13.8, 16.6, 17.2 'y 18.1 ml

respectivamente. Gradiente salino de (0.0-0.7M), pH
7.0, columna TSK-CM3SW.

b) Cromatogramas de las fracciones I,II,III vy IV
colectadas segln se muestra en a). Segunda

recromatografia bajo las mismas condiciones de

operacién del cromatograma a).
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2. COEFICIENTE DE EXTINCION.

La Tabla VI lista los valores de los coeficientes de
extincidén de las cuatro formas miltiples de gquimopapaina,
determinadas espectrofotométricamente a 280 nm, 1 cm de

recorrido SOptico y al 1% (p/v).

TABLA vV I

COMPONENTE COEFICIENTE DE EXTINCION

ml/cm (10mg)

I 16.3
II 19.4
III 18.2
v . 18.4

’
Los coeficientes de extincidn determinados en este

trabajo para los componentes III y IV concuerdan muy bien

con el valor de 18.3 reportado por Robinson(35) para la

fraccidn de quimopapaina completa.
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3. ACTiIVIDAD PROTEOLITICA,

A partir de los coeficientes de extincidn (Tabla VI) se
determind la actividad especifica de cada uno de los

» L4 -
componentes de la quimopapaina, segun se muestra en la

Tabla VII.
TABLA VTII
COMPONENTE ACTIVIDAD ESPECIFICA
unidades/mg
I 0.369
11 0.420
III 0.403
Iv 0.982

Los valores obtenidos son comparables con los resultados

de actividad especifica reportados para la quimopapaina

A(28) gque van de 0.9-1.07 unidades/mg, en el caso de la

(33)

guimopapaina B el valor es de 3.4 unidades/mg.
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4. FELECTROFORES!S EN GEL DE POLIACRILAMIDA,

Los cuatro componentes aislados de la quimopapaina
mostraron ser homogéneos por electroforesis en gel de

poliacrilamida.

5. DETERMINACION DE MASAS MOLECULARES.

5.1 FILTRACION EN GEL TRADICIONAL

En la figura 6 se muestra la grafica del logaritmo de la
masa molecular contra el coeficiente de distribucidén (Kd)
de cada proteina, obtenidos por filtracidn en gel HPLC en
ausencia de guanidina. El coeficiente de distribucidn se

determind por la relacidn:

_ Ve - Vv
Kd = vm - Vv

donde:

Ve = volumen de elucidn de la proteina.
Vv = volumen vacio de la columna, determinado como el

volumen de elucidén de la dextrana azul (masa

molecular 2z 106 Da).
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Fig.

6.

LOGARITMO DE LA MASA MOLECULAR

m 1) dimerc de albimina (136000)
2) albimina (68000)
. 3) ovalblmina (43000)

4) papaina (23350)

50 5) mioglobina (16950)
6) lisozima (14300)
7) citocramo ¢ (12384)

4.8

4.6

4.4

4.2

L0 T T T T

02 04 06 08 Kg

Grafica del logaritmo de la masa molecular contra
el coeficiente de distribucidn (K4d) para
proteinas, obtenida por cromatografia de

filtracidn en gel HPLC tradicional.
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M . et

Vm = volumen maximo de elucidn, determinado  para

mercaptoetanol (masa molecular = 78.1 Da).

Los puntos experimentales en esta curva fueron obtenidos
con citocromo c, lisozima, mioglobina, papaina, ovalbtmina
y albimina. Puede observarse que la lisozima presenta un
comportamiento anormal, debido posiblemente, a interacciones
con el material de empagque. Esto aumenta la desviacidn
estidndar en el ajuste de los puntos a una recta y con ello
la incertidumbre en las determinaciones de masas

moleculares.

5.2 FILTRACION EN GEL EN PRESENCIA DE GUANIDINA

En la figura 7 se muestra la grafica equivalente a la de
la figura 6, pero usando hidrocloruro de guanidina (GuHCl)
6M como eluyente y wusando como esténdares: aprotinina,
citocromo ¢, lisozima, mioglobina, papaina y anhidrasa
carbdnica. Puede observarse que el agente desnaturalizante
disminuye la dispersidn de 1los puntos experimentales,
mejorandose la correlacidén. Esto era de esperarse, dado
que en estas condiciones el volumen de elucidn y el
coeficiente de distribucidn (Kd) de las muestras, depende
exclusivamente de la longitud de la cadena

polipeptidica, y por lo tanto de su masa molecular(42).
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LOGARITMO DE LA MASA MOLECULAR®

Fig.

44 A

40

1) anhidrasa carbSnica (29000)
2) papaina (23350)

3) mioglobina (16950)

4) lisozima (14300)

5) citocromo c (12384)

6) aprotinina (6500)

38
0.15

7.

0.25 035 045 055

Grafica del logaritmo de la masa molecular contra
el coeficiente de distribucidn (Kd) para
proteinas, obtenidas por cromatografia de

filtracidn en gel HPLC en presencia de

hidrocloruro de guanidina (GuHCl) 6M.
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Ademds, al generalizar la conformacidn de las proteinas

utilizadas a cadenas aleatorias, se elimina la influencia de

la forma de las diferentes estructuras nativas.
En la figura 8 se muestran los perfiles de elucidn de

las cuatro formas miltiples de la quimopapaina. La Tabla

VIII muestra las masas moleculares determinadas por este

método.

TABLA VIII

COMPONENTE MASA MOLECULAR (DA)
I 24000 vy
13100
II 24400
IIY 24100
Iv 24400

Los componentes II y IV se eluyen como picos dnicos y
relativamente simétricos con  voliimenes de elucidn
practicamente idénticos; para estos dos componentes se

calculd una masa molecular de 24400 Da, a partir de la
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L"\_J

A 280

VoLuMen (ML)
Cromatografia de filtracidén en gel (GPC) para
determinar las masas moleculares de las fracciones
aisladas de quimopapaina. Columna TSK-2000SWw,
flujo 0.5 ml/min, eluyente hidrocloruro de

guanidina (GuHCl) 6M.
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curva de calibracidn de la columna (figura 7). También el
componente III se eluyd como un solo pico, en un volumen
cuya masa molecular correspondiente fue de 24100. En
contraste, en el perfil de elucidon del componente I se
observaron dos picos principales con masas moleculares
correspondientes a 24000 y 13100. Las masas moleculares
determinadas en este trabajo para los componentes II, III y
IV concuerdan muy bien con el valor de 24200 reportado

recientemente(49).

Por otro 1lado, nuestros resultados
confirman que las quimopapainas estdn formadas por una
sola cadena polipeptidica, puesto que se observa un sblo
pico en la filtracidén en gel, después de la
desnaturalizacidn y el rompimiento de los enlaces
disulfuro. En el caso del componente I, la presencia de dos
o mads picos en el perfil de elucidn, sugiere que este

componente minoritario consiste de una mezcla de proteinas

hidroliticamente transformadas.

5.3 ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE

DODECILSULFATO DE SODIO (SDS).

Ademis se llevd a cabo la determinacidn de 1las masas
moleculares, de 1las cuatro formas moleculares de la
gquimopapaina, por el método tradicional de electroforesis

en poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio.
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Fig. 9. Grafica del logaritmo de la masa molecular contra
el desplazamiento de'las proteinas, (mm), obtenida
por electroforesis en poliacriiamida en presencia

de dodecilsulfato de sodio. (SDS).
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En la figura 9 se observa la grafica de logaritmo de
masa molecular contra el desplazamiento, en mm, de las
proteinas sobre la placa de electroforesis. Las muestras
estindares utilizadas en esta curva fueron: citocromo c,
lisozima, yY-globulina cadena ligera y cadena pesada,
tripsindgeno, ovalbimina, o-1-glicoproteina y albGmina.

Con este método se observaron bandas anchas y difusas, lo
cual dificultd la determinacidn precisa de las masas
moleculares de las quimopapainas. Los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla IX.

TABULA I X

COMPONENTE MASA MOLECULAR (DA)

I 24000 !
|
|

II 21500 ‘
III 22000
IV 20100

Las masas obtenidas por filtracidn en gel en presencia

de guanidina fueron muy semejantes, mientras que las
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obtenidas por electroforesis, presentaron una mayor

dispersidn, encontrindose entre 20,100 y 24,000.

El método de filtracidén en gel en presencia de
guanidina (fig. 7), nos permitid determinar con mayor
exactitud las masas moleculares de las formas multiples de
la quimopapaina, a diferencia del método de filtracidn en
gel tradicional, el cual presentd dispersidn de los puntos
experimentales (fig. 6). Ademas, muestra varias ventajas
sobre el método de electroforesis para la determinacidn de
masas moleculafes, las cuales se describen a continuacidn:
a) Las determinaciones de masas moleculares se realizan en

menos tiempo.

b) La concentracidn de la muestra empleada es menor, lo
cual es importante para los casos en que se dispone de
poca muestra.

c) Una vez obtenida la curva de calibracién para el
intervalo de masas moleculares deseadas, se emplea para
determinar infinidad de masas moleculares desconocidas.
Sin embargo, en el método de electroforesis se requiere
una comparacidn con las muestras estidndares, para cada

determinacidn.
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6. DicroisMO CIRCULAR.

La figura 10 muestra los espectros de DC de 1las formas
aisladas de la quimopapaina. Puede notarse gue para los
componentes II a IV, los espectros son muy similares, tanto
en la regidén UV lejana como en la cercana, mientras que el
espectro del componente I es diferente. La primera es la
regidén comprendida entre 190 y 250 nm (UV lejano), en la
gue el espectro de DC de una proteina es debido
fundamentalmente a la conformacidn secundaria(44).
Comunnente se acepta gque a cada tipo de estructura
secundaria corresponde un espectro caracteristico de
DC(SO_SZ). A partir de 1la informacidon de DC de una
proteina en particular pueden estimarse, mediante una
regresién lineal mﬁltiple(44), la fraccidén o porcentaje
de cada una de las estructuras secundarias: hélice, hoja
beta antiparalela, hoja beta paralela, giros y cadenas
aleatorias o irregulares. También se hizo el 'célculo
introduciendo la restriccidn de que la suma de fracciones
fuese igual a la unidad, a través del empleo de un
multiplicador indeterminado de Lagrange(46'54).

Los resultados obtenidos (Tabla X) de las estructuras
secundarias en los componenﬁes de quimopapaina, indican que

el analisis fue satisfactorio para los componentes II, III

y 1V, puesto que la suma de fracciones de estructura fue
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Espectros de Dicroismo Circular de cuatro
componentes de quimopapaina.

En la regidn de UV lejano (190-250 nm) se
muestran las curvas para la obtencidén de 1la

estructura secundaria. En la regidén UV cercano

(250-310 nm) se muestran .las curvas de los

residuos aromdticos. pH 7.0 a 25°C.
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TABLA X

CONTENIDO DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LOS CUATRO COMPONENTES DE

QUIMOPAPAINA
MUESTRA HELICE  [OJA BETA ~ HOJA BETA  orpos  orRAS  TOTAL
ANTIPARALELA  PARALELA
I 0.140 0.098 0.020 0.100  0.207  0.574
0.163 0.240 0.044 0.220  0.33%  1.000
II 0.224 0.119 0.055 0.164  0.395  0.956
0.226 0.134 0.058 0.175  0.408  1.000
ITI 0.197 0.096 0.062 0.140  0.370  0.865
0.205 0.141 0.070 0.175  0.410  1.000
v 0.228 0.113 0.062 0.167  0.430  1.000
0.228 0.113 0.062 0.167  0.430  1.000 -
PAPAINA  0.240 0.080 0.070 0.150  0.440 0,980
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cercano a la unidad; ademds, las curvas reconstruidas a
partir de los resultados de este andlisis se ajustaron muy
bien a los espectros experimentales (figura 10). Eﬁ el caso
del componente I, una suma de fracciones de 0.574 indica que
el andlisis fue pobre.

La segunda es la zona comprendida entre 250 y 310 nm (UV
cercano) en la que los residuos de aminoidcidos aromaticos
en un ambiente asimétrico, y los enlaces disulfuro son

generalmente responsables de 1la sedal de DC de una

proteina(53). Dichas bandas pueden entonces ser asignadas
a residuos aromadticos especificos o a enlaces
disulfuro(53'55'56).

La estructura secundaria de los tres componentes
principales de la quimopapaina es casi idéntica, lo mismo
gue su estructura terciaria alrededor de las cadenas
laterales aromidticas, si se juzga a partir de los espectros
de DC. Esta similitud en ciertas regiones de la estructura
terciaria parece extenderse a la papaina, cuyo espectro de
DC(57) muestra las caracteristicas principales de las
curvas de la figura 10, esto es, una banda negativa

alrededor de 300 nm y una progresidon de bandas positivas a

288, 279 y 273 nm (fig. 14).
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7. CONFORMACION DE LA PROTEINASA A,

Los perfiles de elucidn en la columna de intercambio
catidnico, de las dos muestras de quimopapaina usadas se
muestra en la figura 11. Puede observarse gue la
preparacidén parcialmente purificada (lote 14F-81251)
muestra una zona extra de picos gque es eluida a altas
concentraciones de NacCl. Este resultado vya ha sido

reportado por Robinson(35)

, quién identificd la {Gltima
fraccidn eluida (figura (11b)) como la proteinasa A.

La fraccidén marcada entre barras en la figura 11b fue
aislada, concentrada y recromatografiada en las mismas
condiciones; se obtuvd un pico bastante simétrico, como se
observa en la figura 12. El material colectado de 1la
recromatografia fue usado para los estudios de dicroismo
circular y de actividad proteolitica. La actividad
especifica, sobre caseina, de la enzima aislada fue de
0.25 unidades/mg, valor inferior al reportado para las
distintas formas de quimopapaina (Tabla VII).

En las figuras 13 y 14 se presentan los espectros de
dicroismo circular de 1la forma mas abundante de la
quimopapaina, de 1la papaiha(sa) y 1la proteinasa A

estudiada en esta parte del trabajo. En la zona

correspondiente a las estructuras secundarias (figura 13),
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es evidente que el espectro de la proteinasa A es muy
similar al de la quimopapaina, mientras que difiere
'significativamente de aquel que corresponde a la papaina.
Algo semejante ocurre en la posicidon de las sefiales de
dicroismo circular en la regién aromatica del espectro
(figura 14). De acuerdo a lo anterior, nuestros resultados
sugieren que la proteinasa A es estructuralmente muy similar
a las quimopapainas y que, tal vez, debiera clasificarse

como una forma mis de éstas y no como una enzima aparte.
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CONCLUSIONES

El conjunto de estudios realizados a las fracciones de
gquimopapaina, nos permitieron confirmar que la fraccidn I,
esti compuesta de una mezcla de proteina nativa vy
fragmentos de autohidrdlisis, lo cual se dedujo después de
haber analizado los resultados obtenidos por los diferentes
métodos, siendo en casi todos los casos muy diferente a los
datos obtenidos para las fracciones II, III y IV, las cuales
muestran un comportamiento similar entre ellas.

Los estudios de masas moleculares, contenido de
estructuras secundarias y del ambiente cercano a los
croméforos aromaticos, permiten concluir gue las
fracciones II, III y IV son muy similares a la papaina, lo
cual se fundamenta en la idea de gque las proteasas tidlicas
vegetales tienen como origen una molécula ancestral
comtm‘1®) . sin embargo, a pesar de que las fracciones mas
abundantes de quimopapaina (II, III y 1IV) son muy
semejantes a la papaina, es posible distinguirlas por medio
de dicroismo circular, ya que los espectros muestran

diferencias significativas entre ellas y la papaina.
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PERSPECTIVAS 1031

Existe un gran nUmero de investigaciones sobre el
aislamiento y caracterizacién de la guimopapaina

(23-26,35) | gin embargo, faltan por estudiar aspectos

, . , . 59
relacionados con la secuencia de am1n0501dos( )

, asi como
los mecanismos de desnaturalizacidn. Estos estudios
permitirian establecer si las formas de esta enzima estan
constituidos por dos dominios estructurales, como ocurre con
la papaina(Go).

El curso que debe tomar la investigacidn sobre la
gquimopapaina, es hacia el conocimiento total de sus
estructuras (primaria, secundaria y terciaria). Parte de
esta informacidn podria obtenerse por medio del estudio
del mecanismo de desnaturalizacidn usando técnicas
espectroscdpicas o bien calorimetria diferencial de
barrido. Estos métodos experimentales podrian ayudar a
determinar la existencia de un intermediario estable durante
el desdoblamiento de la proteina, y también podrian
indicar si tal intermediario corresponderia o no al
desdoblamiento de un dominio de 1la cadena polipeptidica.
En efecto, la existencia de dominios estructurales permite
suponer, con evidencia experimental, la presencia de

intermediarios en el proceso de desnaturalizacidn. Dado

que los dominios estructurales son relativamente
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independientes, se ha encontrado en algunos casos(61'62) que

uno de ellos es menos estable frente al desnaturalizante,
sufriendo la pérdida de su estructura antes que el otro
dominio y originando asi, que la desnaturalizacidn se

lleve a cabo a través de un intermediario parcialmente

desnaturalizado(63'64).
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