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RESUMEN. De los frutos semimaduros del “ihvira” (Pseudananas macrodontes
(Morr.) Harms (Bromeliaceae) se ha logrado aislar y caracterizar parcialmente una
proteasa sulfhidrilica (“macrodontina”) con actividad destacada entre pH 7 y 10. Las
preparaciones parcialmente purificadas (precipitados aceténicos) son relativamente
estables a temperaturas inferiores a 45 °C y no se alteran por congelamiento o liofili-
zacion. Una ulterior purificacion por cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-
Sepharose Fast Flow) permite detectar dos fracciones activas, que son bien resueltas
por cromatografia de exclusién molecular (Sephadex G-75). Por electroforesis (SDS-
PAGE) del precipitado aceténico se detectan seis fracciones proteicas (entre 14 y 67
kDa), pero el zimograma revela que sélo tres de ellas tienen actividad caseinolitica, de
pesos moleculares de alrededor de 27, 30 y 54 kDa.

SUMMARY. “Preliminary Study of “Macrodontin”, a New Cysteinilproteinase isolated
from Fruits of Pseudananas macrodontes (Morr.) Harms (Bromeliaceae)” . From inmature
fruits of Pseudananas macrodontes (Morr.) Harms, known as “ihvird” in the northeast of
Argentina, has been isolated and partially characterized a sulfhydril-protease highly active
between pH 7 and 10. The acetonic precipitates are quite stable at temperatures below 45
°C and not affected by freezing or liophylization. Anionic exchange chromatography
(DEAE-Sepharose Fast Flow) affords two active fractions, both well resolved by gel filtra-
tion (Sephadex G-75). The electrophoretic pattern (SDS-PAGE) of the acetonic precipitate
shows six protein fractions, between 14 and 67 kDa, but the zymogram reveals the pres-
ence of three active fractions, of about 27, 30, and 54 kDa.

INTRODUCCION -

Las principales aplicaciones farmacolégicas de las proteasas han estado rela-
cionadas con el tratamiento de parasitosis intestinales, trastornos digestivos y pro-
cesos inflamatorios 1. Mis recientemente se ha comunicado una presunta accién
citostatica de bromelina 2 y el uso de quimopapairia en la terapéutica de las her-
nias de disco intervertebrales 3.
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Las Bromeliaceae constituyen una de las pocas familias de plantas superiores
caracterizadas por poseer proteasas en cantidades superiores a las fisiol6gicamente
necesarias, razén por la cual muchas de sus especies han sido estudiadas en tal
sentido. La representante més conspicua (a su vez la més usada en farmacotera-
pia) es la bromelina 4, obtenida partir de tallos y frutos del anand (Ananas como-
sus (L) Merrill), pero también se han aislado y caracterizado proteasas de los fru-
tos de Bromelia pingutn L55, B. plumieri (B. karatas) 79, B. sylvestris 78, B. be-
mispherica 78, B. palmeri 78, B. serra Griseb. 1°, B. balansae Mez 1!, B. hteronymi
Mez 12 y B. laciniosa Mart. 13,

En el presente trabajo se comunica el aislamiento y caracterizacién parcial de
“macrodontina”, una enzima sulfhidrilica obtenida a partir de frutos semimaduros
de Pseudananas macrodontes (Morr.) Harms.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron frutos bien desarrollados pero no totalmente maduros de Pseu-
dananas macrodontes (Morr.) Harms (Bromeltaceae), conocido como “ihvird”. El
material estudiado fue recolectado por el Dr. Anibal G. Amat en mayo de 1993 en
Santa Ana, Departamento de Candelaria (Pcia. de Misiones, Argentina), y conser-
vado a -20 °C hasta su procesamiento. :

P. macrodontes es una planta terrestre, estolonifera, provista de numerosas
hojas arrosetadas, largas y armadas de aguijones en los margenes y apices. Los fru-
tos (sincarpios) son de menor tamano que el anand (10 a 15 cm de largo), amari-
llentos cuando maduran, aromaticos y comestibles, aunque fibrosos, y las hojas y
estolones suministran fibra textil 14.

Obtencion del extracto crudo

Todas las etapas de extraccién y purificacién se llevaron a cabo a 0-4 °C. Los
frutos congelados (50 g) se trozaron y procesaron durante 1 min en una triturado-
ra doméstica en presencia de buffer fosfatos 0,1 M de pH 6 de pH 6 (250 mD con-
teniendo cisteina y EDTA 5 mM. El triturado se filtré sobre una gasa doble para
eliminar los restos vegetales y se centrifugd a 6.000 g durante 30 min.

Precipitacion acetonica fraccignada

Al extracto crudo obtenido en el paso anterior se le adiciond lentamente 1
vol de acetona fria (-20 °C) y se centrifugd a 6.000 g durante 30 min, desechando
el precipitado. Al sobrenadante se le agregaron dos volimenes de acetona y se
centrifugé en las mismas condiciones. El precipitado obtenido se redisolvié en
agua destilada y se liofilizé, previa eliminacién de los restos de acetona por apli-
cacioén de vacio.

Determinacion de la actividad caseinolitica

La mezcla de reaccién estuvo compuesta por 1,1 ml de solucién de caseina
(tipo Hammarsten) al 1%, conteniendo cisteina 12 mM y 0,1 ml de solucién de la
enzima, ambas en buffer fosfatos 0,1 M de pH 8,0. La reaccién fue llevada a cabo
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a 37 °Cy detenida por la adicién de 1,8 ml de 4cido tricloroacético al 5%, luego
de lo cual los tubos fueron centrifugados a 4.000 g durante 20 minutos, determi-
ndndose la absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm. Para expresar la actividad
proteolitica se definié una unidad arbitraria (Unidad caseinolitica, Ugy), que co-
rresponde a la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad de
absorbancia por minuto en las condiciones de ensayo.

Determinacion del contenido de proteinas e bidratos de carbono solubles

El contenido total de proteinas fue determinado por el método de Bradford?s,
usando seroalbiimina bovina como estdndar. En todos los procedimientos croma-
tograficos la concentracién de proteina se estimé por medida de la absorbancia di-
recta a 280 nm.

El contenido de hidratos de carbono se determiné por el método de Dubois
et al. 16,

Efecto del pH sobre la actividad proteolitica

Para obtener el perfil de pH se utiliz6 caseina en las condiciones antes indi-
cadas, preparada en soluciones 0,1 M de los siguientes buffers: MES, MOPS, TAPS,
AMPSO y CAPS 1 en un rango de pH 5,5 a 10,0.

Estabilidad térmica

Con el objeto de determinar el efecto de la temperatura sobre la preparacién
enzimdtica, soluciones de las mismas fueron mantenidas durante 5, 10, 20, 40, 60,
90 y 120 minutos a 17 °C, 37 °C, 45 °C y 65 °C y luego se midi6 la actividad casei-
nolitica residual.

Cromatografia de intercambio ionico

El liofilizado redisuelto en agua destilada se sembré en una columna de DE-
AE-Sepharose Fast Flow (1,5 cm x 30 c¢m), se eluyd con un gradiente lineal de
NaCl (0,0 - 0,4 M) en buffer Tris-CIH 0,05 M (pH 8,0) a una velocidad de flujo de
17 cm.h-1 y se recolectaron fracciones de 2,2 ml. La actividad caseinolitica fue de-
terminada luego de 10 min de incubacion a 37 °C.

Cromatografia de exclusion molecular

El contenido de los tubos correspondientes a la principal fraccién proteolitica
se reunié y precipitdé con 3 volimenes de acetona. El precipitado redisuelto en
agua se sembré en una columna de Sephadex G-75 (1,5 cm x 30 cm), eluyendo
con buffer Tris-CIH 0,2 M (pH 8,0) a una velocidad de flujo de 9,4 cm.h-1. La acti-
vidad caseinolitica fue determinada luego de 10 min de incubacién a 37 °C.

Electroforesis y zimograma

El precipitado aceténico redisuelto en agua se someti6 a electroforesis en gel
de poliacrilamida (12%) en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 8. El
electroforetograma obtenido fue posteriormente puesto en contacto con un gel de
agarosa recubierto superficialmente con caseina e incubado a 60 °C durante 60
min a efectos de detectar las fracciones proteoliticamente activas 19.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos de “ihvird” estudiados pesan entre 300 y 350 g. El extracto crudo
contiene 0,98 mg de proteinas, 9,83 mg de azicares y una actividad caseinolitica
equivalente a 10,73 U, por gramo de frutos. Dado el elevado contenido de azu-
cares y la presencia de pigmentos, el extracto crudo fue sometido a una purifica-
cién inicial por tratamiento con distintas cantidades de acetona, de acuerdo al pro-
cedimiento descripto en un trabajo anterior 20,

La Tabla 1 muestra los resultados del tratamiento aceténico. El agregado de
un volumen de solvente orgdnico genera un precipitado (P-1) que contiene el
34,9% de las proteinas presentes en el extracto crudo, pero casi desprovistas de
actividad proteolitica (3,9% de la actividad inicial) y el 17,8% de los glicidos extra-
ibles de los frutos. El agregado de otro volumen de acetona al sobrenadante obte-
nido al separar P-1 produce un segundo precipitado (P-2), menos rico en protei-
nas (10,3%) pero con elevada actividad proteolitica (40,4 % de la actividad iniciaD)
y con menor contenido de azdcares (6,8%). Al agregar un tercer volumen de ace-
tona al sobrenadante obtenido luego de separar P-2 se consigue un tercer precipi-
tado (P-3) con mayor contenido en proteinas que el anterior (16,2%) pero con me-
nor actividad proteolitica (28,3 % de la actividad inicial) y con infimo contenido de
azucares (0,6%).

El anilisis de estos resultados defini6é el esquema inicial de purificacion. Da-
do que la actividad caseinolitica de P-1 es despreciable, el mismo fue desechado.
P-2 es el que posee la mayor actividad especifica, en tanto que P-3, si bien con
menor actividad especifica, retiene mids de la cuarta parte de la actividad del ex-
tracto crudo, por lo que finalmente se decidié seguir el procedimiento indicado en
Materiales y Métodos, que permite obtener un precipitado aceténico (P-2 + P-3)
que contiene un 26,5% de las proteinas y un 68,7% de la actividad inicial, con sélo
un 7,4% de los glicidos, lo que implica un grado de purificacién de 2,6 veces.

El agregado de cisteina al medio de reaccién mejora sensiblemente la activi-
dad caseinolitica de la enzima, siendo mdxima cuando la concentracion de cistei-
na es de 12 mM. Por su parte ni el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ni el ED-
TA afectan la actividad de la enzima, hechos que revelarian que la misma pertene-
ce al grupo de las cisteinil-proteasas.

Glicidos Proteinas Actividad Actividad
Muestra (mg/mD " (%) (mg/ml) (%) (Ucas/ml) (%)  especifica
Extracto

crudo 2,73 100,0 0,272 100,0 2,928 100,0 10,76
P-1 0,49 17,8 0,095 34,9 0,114 39 1,2
pP-2 0,19 6,8 0,028 10,3 1,182 40,4 42,21
P-3 0,02 0,6 0,044 16,2 0,828 28,3 18,82
P-2 + P-3 0,21 7.4 0,072 26,5 2,010 68,7 27,92

Tabla 1. Resultados de la precipitacion aceténica fraccionada del extracto crudo (ver detalles en el
texto). ‘
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Figura 1. Efecto del pH sobre la actividad casei-
nolitica de la enzima parcialmente purificada. La
misma fue ensayada a distintos valores de pH,
medidos en la mezcla de reaccién, durante 5 mi-
nutos a 37 °C. Cada valor resulta de promediar 5
determinaciones y las experiencias fueron repe-
tidas dos veces.
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Figura 2. Estabilidad térmica de la enzima par-
cialmente purificada. Las muestras fueron prein-
cubadas a las temperaturas indicadas durante
tiempos variables, determinando la actividad ca-
seinolitica residual a 37 °C durante 5 minutos.
Cada valor resulta de promediar 5 determinacio-
nes y las experiencias fueron repetidas dos ve-

ces.
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El perfil de pH de la enzima parcialmente purificada se muestra en la figura
1. Se observan valores superiores al 85% de la actividad mixima entre pH 8 y 10,
aunque a pH fisiologico la actividad es considerablemente elevada (65 a 80% del
valor médximo). La estabilidad térmica de esta preparacién esta representada en la
figura 2. La enzima resulta ser bastante termoestable, ya que al cabo de 1 hora a
45 °C mantiene un 70% de la actividad inicial. Por-otra parte, ensayos adicionales
han demostrado que tanto el congelamiento como la liofilizacién no afectan signi-
ficativamente la actividad enzimatica.

La figura 3 muestra los resultados obtenidos al someter el liofilizado redisuel-
to del precipitado aceténico a cromatografia de intercambio ani6énico. No existen
proteinas con actividad proteolitica de pl superior a 8 y durante la aplicacién del
gradiente salino eluyen dos fracciones activas cuando la concentracién de cloruro
de sodio es 0,12 M (Fraccién D) y 0,23 M (Fraccion ID), respectivamente.
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Figura 4. Cromatografia de exclusién molecular  Figura 5. Cromatografia de exclusién molecular
(Sephadex G-75) de la Fraccidén I (ver detalles  (Sephadex G-75) de la Fracciéon II (ver detalles

en el texto) en el texto)
kDa
" 66,0 Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida
: en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-
- 45,0 PAQE) de la enzima Qarcialmente purificada (b)
: - 36,0 y zimograma de la misma (a). Se utilizaron los
b TN 29,0 siguientes patrones de peso molecular (Sigma):
G a-lactalbimina bovina (14,2 kDa), inhibidor de
o tripsina de soja (20,1 kDa), tripsindgeno de pan-
- 24,0 creas bovino (24 kDa), anhidrasa carbénica de
P 20,1 eritrocitos bovinos (29 kDa), gliceraldehido-3-
——— — 142 fosfato deshidrogenasa de conejo (36 kDa), al-
' bimina de huevo (45 kDa) y albGimina bovina
a b (66 kDa).

Al someter la Fraccién I a cromatografia de exclusién molecular se obtiene
una Unica fraccién con actividad enzimadtica, en tanto que cuando se hace lo pro-
pio con la Fraccion 1I se advierte la presencia de una fraccién principal y de una
segunda casi imperceptible, de-mayor peso molecular (Figuras 4 y 5).

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) del precipitado aceténico revela la presencia de seis bandas
proteicas, de pesos moleculares entre 14 y 67 kDa. De ellas solo tres demuestran
poseer actividad caseinolitica, detectable a través de un zimograma: una banda
principal de alrededor de 54 kDa, una segunda de 30 kDa y una banda menor de
27 kDa (Figura 06).
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