Nueva tecnologia para la obtencién de un preparado
de bromelina de tallo de piha (Ananas comosus (L.) Merr)
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RESUMEN

La bromelina (EC 3.4.22.32) es una proteasa aislada de érganos de plantas de pifia con un amplio espectro de
acciones farmacolégicas y alimenticias. Entre las primeras se destaca su actividad antitumoral que la han convertido en
una de las cisteino proteasas més estudiadas. Se disené y patenté un procedimiento de extraccion de bromelina
(patente C 12N 9/50. 1997) en el que se utilizaron protectores del centro activo de la enzima a un pH cercano al
fisiolégico de la planta y alejado del é6ptimo. El perfeccionamiento de la tecnologia demostré que se alcanzan rendimientos
de 20,8 g de producto/kg. de tallos y 3,9 g de proteinas/kg de tallos, con una actividad especifica de 1,36 U/mg. El
procedimiento de extraccién se puede escalar y tanto en planta piloto como a escala industrial se logran rendimientos
en términos de actividad superiores al 72% de los obtenidos en el laboratorio. El producto aislado es muy activo y
estable, con una fraccién proteolitica mayoritaria de masa molar de 24 500 Da, pH 6ptimo cercano a 7 frente a
hemoglobina y buena estabilidad en un rango de pH de 3 a 9 y temperaturas de hasta 50 °C. La utilizacién del
extracto crudo de bromelina en la industria biotecnolégica permitié obtener un hidrolizado proteico de Clorella vulgaris.
La purificacién mediante la combinacién de métodos cromatogréficos hizo factible el aislamiento, a partir del preparado
crudo de tallo, de una proteina mayoritaria que caracterizada sobre la base del tiempo de retenciéon en RP-HPLC, masa
molar, pH isoeléctrico y secuencia de amino dcidos de la regién amino terminal se demostré que era bromelina de
tallo. Se utilizé un preparado de bromelina semipurificado por cromatografia de intercambio iénico en carboximetil
celulosa-52, para realizar un estudio toxicolégico y farmacolégico del producto como antitumoral. La dosis letal media
del producto a dosis Unica fue 216,35 mg/kg y a dosis repetida 105,91 mg/kg. La evaluacién de la actividad antitu-
moral en 6 tumores trasplantables de ratén:leucemia p-388, carcinoma pulmonar de Lewis, adenocarcinoma-755,
melanoma B-16, sarcoma-37 y tumor ascitico de Ehrlich, permitié concluir que es tan activa como el citostatico 5-
fluoracilo frente a todas las lineas tumorales excepto en el melanoma B-16. Frente al adenocarcinoma mamario-755

se demostré por primera vez en el mundo la actividad antitumoral de la bromelina.

Descripciéon del resultado

Labromelina (EC3.4.22.32) es una cisteino proteasa
aislada y purificada de 6rganos de plantas de pifia
(Ananas comosus (L..) Merr. Sus aplicaciones con fi-
nes alimenticiosy terapéuticos son muy variadas. Se
utiliza en la obtencion de hidrolizados de proteinas,
enlaalimentacion animal y humana, €l ablandamiento
decarnesy lafabricacion de cervezas[1]. Como medi-
camento se emplea con éxito como antiinflamatorio,
digestivo, en laformulacion devacunasy el tratamien-
to de tumores. Estaincluida en el grupo de farmacos
inmunomoduladores[2].

Datos actuales revelan que la produccion de
proteasas, representa el 38% del total de enzimas mun-
dialmente comercializadas[3]. Sin embargo, paraestas
producciones existen frecuentemente problemas rela-
cionados con lafactibilidad de |afuente, rendimientos
en términos de proteinas y actividad especifica, altos
preciosy estabilidad. En el presente resultado se resu-
men lostrabajos multidisciplinariosrealizados durante
variosafios paralaobtencidn, caracterizacion, purifica
cion, escalado, produccion y usos actuales de un pre-
parado de bromelinadetallo de pifia.

En Ciego de Avilaexisten méas de 1500 ha dedica-
dasal cultivo delapifialo que conllevaacontar conun
alto potencial de residuos de cosechas, cada afio se
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demuelen 300 ha de resoco. Se disefid y perfeccion6
una tecnologia original, eficiente y econébmica en la
gue mediantela proteccion delos grupos-SH del cen-
tro activo delaenzimay lamanipul acion adecuadade
factores del medio como su naturaleza, pH y fuerza
ionica, selograron rendimientos altos en términos de
proteinay actividad especificaal tiempo que selogro
evitar la proteolisis durante el proceso de obtencion.
Latecnologiadesarrollada se aplicd adiferentes dese-
chosdelaplanta(tallos, coronas, hojas), seevaluaron
los rendimientos obtenidos y se comprobo que de los
tallos se obtuvo el preparado mas activo. Latecnolo-
giafue patentada[4].

El perfeccionamiento del procedimiento demos-
tré que se alcanzaron rendimientos de hasta 20,8 g de
extracto crudo/kg de tallos, 4,85 mg de proteinas/mL
de extracto y una actividad enzimética de 6,6 U/mL
de extracto (6 000 U/kg de tallos), resultados supe-
riores alos obtenidos en diferentes paises con otras
tecnol ogias publicadas y/o patentadas [5]. El escala-
do serealiz6 en el Centro Nacional de Biopreparados
de LaHabana, Cuba, (BioCen) debido, por unaparte
a que sus instal aciones se ajustaban ala tecnologia,
sinrequerir inversiones, y por otro lado, alanecesi-
dad actual de ese Centro de sustituir importaciones
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de papaina paralaproduccion de medios de cultivos
de alta demanda biomédica y biotecnoldgica en el
pais, asi como su exportacion. Los resultados del
escalado fueron muy satisfactorios (Figura), con la
reproduccion de los valores de actividad especifica
del preparado enzimatico. Se lograron rendimientos
de 17,07 g/kg de tallos, superiores a 80% de los
obtenidos en el |aboratorio.

Lacaracterizaciénfuncional del extracto crudo per-
miti6 evaluar los parametros cinéticos 6ptimos, asi
como demostrar su estabilidad operacional y de con-
servacion. El preparado es muy activoy estable, con
una fraccion proteolitica mayoritaria de masa molar
de 24 900 Da, un valor de pH optimo cercano a 7
frente ahemoglobina, buenaestabilidad en un rango
de pH de 3 a 9y temperaturas de hasta 50 °C. La
utilizacién del producto crudo en la industria
biotecnol 6gica permitio obtener un hidrolizado pro-
tdco e mitideswsss [6 7] apatir declorella
vulgaris, algaquetiene elevado valor nutritivo, pero
bajadigestibilidad [8].

El trabajo se complet6 con la purificacion de la
enzima mediante |a combinacion de diferentes méto-
dos cromatogréaficos que permitieron su identificacion
y caracterizacion molecular [9]. La purificacion de
bromelina por cromatografia de exclusién en gelesde
Sephadex G-100 rindié un preparado tres veces mas
activo que el extracto original, pero mejores resulta-
dosselograron a purificar por cromatografiadeinter-
cambio ionico en carboximetil celulosa-52. La
combinacién delacromatografiadeintercambioionico,
exclusion en gel y RP-HPL C permiti6 purificar, apar-
tir del extracto crudo detallo, unaproteinaque carac-
terizada en términos de masa molar y secuencia de
amino acidos de laregion amino terminal, coincidio
conlabromelinadetallo.

El preparado semipurificado por cromatografia de
intercambio idnico es 2,34 veces més activo que el ex-
tracto origina. Tiene pH éptimo de 6,8 y una estabili-
dad en funcién del pH y latemperaturainferior aladel
preparado crudo. Si se conserva liofilizado a —20 °C
mantiene el 80% de laactividad durante un afio.

La bromelina purificada mostré una marcada acti-
vidad antitumoral en 5 de los 6 tumores escogidos
para el pesquisaje farmacol 6gico. Es tan activa como
el citostético 5-fluouracilo frente alaleucemiaP-388,
el carcinoma pulmonar de Lewisy el sarcoma-37 y
mas eficiente que el referido producto frente al tumor
ascitico de Ehrlichy al adenocarcinomamamario-755
[10]. Frente a este Ultimo se demostrd por primera
vez en el paislaactividad antitumoral delabromelina
(Tabla) y dichaactividad serelacionacon suinfluencia
sobre el sistemainmune ya que:

-A pesar de tener alta actividad antitumoral en
model os de répida proliferacion, no mostré citotoxici-
dad paraleucocitosy produjo leucocitosis fundamen-
talmente delinfocitos.

- Demostré una notable actividad antitumoral en
sistemas no isogénicos como el sarcoma-37'y el tumor
ascitico de Ehrlich, paralos cuales estdcomprobado la
influenciade larespuestainmunol égicaen el rechazo
delos mismos.

- Produj o disminucién del nimero de metéstasisen
animal es portadores de carcinoma pulmonar de Lewis,
la actividad antimetastizante de la enzima no fue di-
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Figura. Comportamiento de la actividad proteolitica (AE)(U/kg
de tallos:103), la concentracién de proteinas(CP) (g/kg de
tallos) y la actividad especifica (A. Esp)(U/mg de proteina) del
extracto crudo de bromelina obtenido a diferentes escalas.
Medias con letras iguales para cada indicador no difieren
(Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p< 0.05)

rectasobrelascélulascirculantessino por laacciénen
uno o varios delos procesosimplicados en la cascada
de metastizacion.

-“Invitro” no esmitégenicaper se, sinembargo es
capaz de aumentar la respuesta de los linfocitos ala
fitohemaglutinina. Los animalestratadosdurante 15y
30 dias con bromelinapor viaintraperitoneal mostra-
ron una respuesta mayor que los controles a los
mitégenosdelinfocitos T pero no ocurrié igual parael
mitégeno delinfocitos B.

Teniendo en cuenta la actividad antitumoral mos-
tradapor el preparado semipurificado de bromelinala
profundizacién en estos estudios permitiria propo-
ner el uso clinico de la proteasa. Este trabajo es una
contribucion importante en laexplicacion delaactivi-
dad antitumoral de la bromelinay las implicaciones
parael uso delas cisteino proteasas exdgenas de plan-
tas como tratamiento complementario de enfermeda-
destumorales.

Novedad cientifica

El uso por primeravez de protectores de |os grupos
- SH del centro activo delaenzimay de condiciones
de extraccion a valores de pH acido que minimizan
la autoprotéolisis, permitieron desarrollar una nue-
vatecnologiasencilla, eficiente y econdmicaparala
produccion de bromelina a partir de tallos de pifia
(Patente C12N 9/50, 1997). Seinformapor primera
vez en el mundo la actividad antitumoral de un pre-
parado semipurificado de bromelinafrente al adeno-
carcinoma mamario (ADC-755). Se escal6 a nivel
industrial por primeravez en Cuba un proceso tec-
nol égico de extraccion de proteasas. Se informa por
primera vez un procedimiento parala obtencion de
un preparado semipurificado de bromelina mediante
el empleo de un sistema “ semibatch” de cromato-
grafia de intercambio ionico, sencillo, econémico y
gue se puede escalar.

Importancia prdctica y valor
socioeconémico del resultado

Debido alo sencilloy econémico del método deaisla-
miento y purificacién propuesto el resultado ademas
devalor préctico tiene ventajas econémicas. Ladispo-
nibilidad de materiaprimaesde 2.210t detallog/afio.
Si se procesan el 70% de estos y se tienen en cuenta
losrendimientos delatecnol ogiade extraccion (aesca
laindustrial) se pueden obtener 26.41t de extracto
crudo/afio. Segun precio de catdl ogo (SIGMA 2000),
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Tabla. Actividad antitumoral de bromelina frente a lineas de tumores murinos

Bromelina Sobrevida (dias) indice de Sobrevida (%)

Tumor Mejor Control Control  Mejor dosis Control Mejor dosis

dosis ensayada  Positivo 5-Fu  negativo  Bromelina  Positivo 5-Fu  Bromelina
Leucemia P-388 5,0 19,30 a 11,12b 18,0 a 73,56 a 69,06 b
Carcinoma pulmonar de Lewis 12,5 35,70 a 27,90b 35.50a 27,95a 27,24 a
Adenocarcinoma mamario -755 5,0 23,50 a 16,00 b 24,40 a 46,87 b 52,50 a
Tumor ascitico de Ehrlich 12, 29,40 b 10,60 ¢ 34,50 a 177,35b 225,47 a
Sarcoma-37 25,0 39,30 a 14,20 ¢ 35,31b 176,75 a 153,60 b

Melanoma B-16 F10 12,5 23,20 a 19,80 b 21,11b 17,17 a 6,61b

*Dentro de cada tumor, medias con letras iguales no difieren para sobrevida (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p<0.05) y

(Mann-Whitney, p<0.05) para indice de Sobrevida.

un producto similar (Bromelina B 4882) se comercia-
lizaa$0.96 USD/g, valor atener en cuentaen el caso
de sustituci6n de importaciones (23 350 USD/afi0). Si
se analizan los gastos de produccion, materiaprimay
comercializacién, el precio probable de nuestro pro-
ducto seria$ 0.65 USD/g, lo que equivale arecuperar
$ 15,278,185.00 USD/afio. El preparado semipurifi-
cado por intercambio iénico se puede comercializar a
$20.50 USD/100 U. Lacomercializacion del produc-
to obtenido permite recuperar $ 17,923,504.00 USD/
ano. Un producto purificado similar a obtenido por la
combinaci6n de métodos cromatogréficos (Bromelina
B 5144) secomercializaa$53.10 USD/100 U. Al pu-
rificar bromelinamediante el uso defiltracionengel e
intercambio ionico se pueden obtener $ 7,920,
810.70 USD/afio.
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Finalmente se puede concluir quelos preparados de
bromelina obtenidos tienen un amplio espectro de uso
enlabiotecnologiay lamedicina. Laevauaciondel pre-
parado crudo debromelinaen laobtencion dehidrolizados
protei cos de microal gas permite sustituir importaciones
de proteasas similares y obtener un nuevo producto de
multiples usos. Se corroboraron las potencialidades de
uso de labromelinacomo antitumoral. Laextension de
losresultados a canzados en laactividad antitumoral de
laenzimasemipurificada aotros sistemas experimenta
les permitiriaformular nuevos farmacos cubanos.

Agradecimientos

L os autores agradecen a Maria Blanco, Evelio Baez,
Alberto del Montey Joaquin Diaz su colaboracién en
larealizacion de este trabajo.

Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No.3



	Biotecnología Aplicada Vol.20 No.3
	TABLA DE CONTENIDOS
	Enfermedad de Creutzfeld-Jakob, su nueva variante y las medidas de protección sanitaria
	Expresión transitoria de un anticuerpo completo contra el antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B en cultivos de suspensiones celulares de plantas
	Producción de biomasa y capacidad de rediferenciación en cultivos in vitro de caña de azúcar sometidos a estrés por cloruro de sodio y kanamicina
	Evaluación de la sustancia CM-95 tratada magnéticamente como inmunopotenciador con antígenos de Pseudomonas aeruginosa
	Establecimiento de una técnica de hibridación no radioactiva de ácidos nucleicos para la detección de begomovirus 
	Caracterización de las proteinasas secretadas por Sarocladium oryzae
	Desarrollo de cepa de Bacillus subtilis para la obtención de mutantes de FlgM deficientes de su capacidad de interactuar con el factor sigma SigD
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2002
	Diferenciación fenotípica y molecular entre cepa resistentes y susceptibles de Pseudosuccinea columella a Fasciola hepatica
	Nueva tecnología para la obtención de un preparado de bromelina de tallo de piña (Ananas comosus (L.) Merr)

	Simposio: Una visión general de la genómica funcional y la bioinformática
	Simposio: Prebióticos y prebióticos
	Próximos eventos
	Instrucciones a los autores

	TABLE OF CONTENTS
	Creutzfeld Jakob disease, the new variant and the sanitarian measures
	Transient expression of a full-size antibody against Hepatitis B surface antigen in plant cell suspension cultures
	Biomasa production and rediferentiation capacity of in vitro sugarcane cultures grown under stress by sodium chloride and kanamycin
	Evaluation of magnetically treated CM-95 as immunopotentiator with antigens of Pseudomonas aeruginosa
	Establishment of a non-radioactive nucleic acid hybridization technique for begomovirus detection
	Characterization of the proteinases secreted by Sarocladium oryzae
	Development of Bacillus subtilis strain suitable to test FlgM mutants which are not able to interact with the sigma factor SigD
	Awards of The Academy of Sciences of Cuba 2002
	Phenotypic and molecular differentiation between Fasciola hepatica-resistant and -susceptible isolates of Pseudosuccinea columella
	New Procedure to Isolate Bromelain Formulation from Pineapple Stem (Ananas comosus L., Merr.)

	Simposium: Functional genomics and bioinformatics an overview
	Simposium: Probiotics and Prebiotics
	Future Events
	Instructions to authors





