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DESCRIPCION
Componente de la bromelaina

La presente invencién se refiere a un componente de la bromelaina. En particular, la invencion se refiere al uso de este
componente de la bromelaina en medicina, en particular como un agente anticancerigeno y un agente inmunosupresor.

La bromelaina del tallo (bromelaina) es el nombre colectivo para | as enzimas p roteoliticas que se encuentran en los
tejidos de la planta Bromeliaceae. Es una mezcla de diferentes restos derivados del tallo de la planta de la pifia
(Ananas comosus). Se sabe que la bromelaina contiene al menos cinco enzimas proteoliticas y también enzimas no
proteoliticas, que incluyen una fosfatasa acida y una peroxidasa; también pue de contener actividad de amilasa y
celulasa. Ademas se encuentran otros componentes diferentes.

La bromelaina se ha usado previamente en el tratamiento de una variedad de afecciones, incluyendo la inflamacion,
y en particular se ha usado en el tratamiento de | a diarrea. El uso de la bromelaina en el tratamiento de | a diarrea
infecciosa se describe en el documento WO-A-9301800, donde se sugiere que la bromelaina trabaja destruyendo los
receptores intestinales para pat 6genos por pr oteolisis, y en el d ocumento W O-A-8801506, q ue ense fia quela
bromelaina separa los patégenos de los receptores intestinales.

Taussig y col., Planta Medica, 1985, 538-539 y Maurer y col., Planta Medica, 1988, 377-381 sugieren ambos que la
bromelaina se puede usar en la inhibicién del crecimiento tumoral. Los documentos US 5.223.406, DE-A4302060 y
JP-A-59225122 también ensefian el uso de la bromelaina en el tratamiento del cancer. El documento US 5.223.406
ensefa que la bromelaina es capaz de inducir el factor de necrosis tumoral (TNF), mientras que el documento DE-A-
4302060 ens efia qu e | a bromelaina puede prevenir la metastasis por la modificacién estructural de la proteina de
superficie tumoral CD44.

Enel documento W O-A-9400147, se d escriben diferentes experimentos que demuestran quel a e nzimas
proteoliticas y en particular la bromelaina, pueden inhibir la secrecion. La solicitud también describe que la bromelaina
puede reducir la actividad de unién de la toxina y puede inhibir el efecto de secrecion de toxinas tales como la toxina labil
al calor (LT) y la toxina del colera (CT) y también toxinas como la toxina estable al calor (ST). Esto es independiente del
hecho de que la ST tiene un modo de accién muy diferente de la LT y CT. Estas observaciones se explicaban por el
hecho de que un componente de la mezcla de bromelaina, la proteasa de la bromelaina del tallo, parece que puede
modular las rutas de nucledtidos ciclicos y esto se discute con mas detalle en el documento WO-A-9500169. Ademas,
también se ha demostrado que la bromelaina inhibe la secrecion producida por la ruta dependiente del calcio.

Los autores de la presente invencion han estudiado la variedad de efectos bioldgicos de la bromelaina, y en particular,
sus efectos en un modelo bien documentado de transduccion intracelular de sefiales, en concreto la sefializacion por el
receptor de linfocitos T (TCR)/CD3 y la produccién de IL-2. El significativo avance en los ultimos afios ha conducido al
entendimiento de los sucesos bioquimicos que se producen después del acoplamiento del TCR (revisado por Cantrell,
Annu. Rev. Immunol. 14, 259-274, (1996)), y p or consiguiente la se fializaciéon por el TCR proporciona un modelo
excelente para la elucidacion de los efectos de compuestos bioldgicamente activos. La activacion eficaz de los
linfocitos T requiere dos sefales. La primera se fal e s generada por el c omplejod e T CR/CD3 des pués de
acoplamiento con el péptido antigeno presentado por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) expresado
en las células presentadoras de antigeno (APC) (Cantrell, 1996). La segunda, la sefial coestimuladora, es generada
por la unién de los recetores CD28 a los linfocitos T con la familia B7 de ligandos en las APC. Un elemento clave en
la ruta de sefializacién implicado en la transduccién de sefales iniciadas por el receptor al nucleo, es la familia de las
proteinas quinasas activadas por mitdégeno (MAPK). Las mejores estudiadas de estas quinasas son las proteinas
quinasas r eguladas pors efial e xtracelular ( ERK)-1 y E RK-2 ( también d enominadas p44MAPk y p42MAPk,
respectivamente). Las ERK son se rina/treonina quinasas que so n activadas cuando se fosforilan los restos de
tirosina y treonina. In vitro, esta activacion se invierte si cualquiera de los restos se desfosforila. Un miembro
relativamente recién descubierto de la familia de MAPk son las quinasas NH-terminales de c-Jun (JNK) que existen
como formas de 46 kDa y 55 kDa que también requieren la fosforilacion para la activacion. La activacion de la ERK
depende de p56LCk y del acoplamiento del complejo TCR/CD3 a p2 Ras con la posterior activacion de la cascada de
quinasas Raf-1/MEK1/ERK. La act ivacion de JN K t ambién r equiere p21RaS, asi como se fiales generadas por el
receptor coestimulador CD28 que activa proteinas que se unen a GTP (trifosfato de guanosina) (tales como Rac1 o
Cdc42) que inducen la cascada de quinasas PAK/MEKK/SEK/JNK. La ERK activada fosforila Elk-1, que a su vez
media la induccion de la actividad de c-fos después de la fosforilacién de c-jun por JNK. c-fos y c-jun activados se
combinan para formar la proteina AP-1 necesaria para la sintesis de la IL-2. Los sucesos anteriores se resumen en
la figura 1. Todos los sucesos de sefalizacion mencionados antes requieren la fosforilacion de tirosina, puesto que
los inhibidores de las proteinas tirosina quinasas (PTK) inhiben muchos sucesos asociados con la estimulacion del
TCR, incluyendo la activacién de células Ty la produccion de 1L-2.

En el documento WO-A-9600082, se mostraba qu e la bromelaina pod ia inhibir | a fosforilacién de t irosinay |a
activacion de ERK-2 en células T estimuladas por el TCR, o con éster de forbol mas ionéforo de calcio combinados.
Ahora se ha e ncontrado que aso ciado con |a disminucion de | a actividad de | a ERK, la bromelaina disminuia la
acumulacion de ARNm de IL-2, IL-4 e IFN-y en células T estimuladas con éster de forbol y iond6foro, pero no afectaba
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a la acumulaciéon de ARNm de citoquinas en las células estimuladas por el TCR. Estos datos sugieren la existencia
de una ruta independiente de ERK y activada por TCR implicada en la produccién de citoquinas en los linfocitos T.

A partir de | a técnica a nterior, esta claro que la bromelaina es una mezcla qu e tiene una va riedad de ef ectos
fisiologicos diferentes. No se han caracterizado todos los componentes de la mezcla de bromelaina, y por lo tanto,
excepto la proteasa de la bromelaina del tallo cuya actividad se ha descrito, no esta claro cual de los componentes
es responsable de cu ales d e | os di ferentes efectos de | a br omelaina. E sto es, p or su puesto, u na desv entaja
importante si la m ezcla de bromelainase va a a dministrar co mo producto f armacéutico porque mientras un
componente de la bromelaina puede tener el efecto deseado, también puede haber efectos secundarios indeseados
procedentes de la accidon de algun otro componente de la mezcla de bromelaina.

Por lo tanto, seria beneficioso si se pudieran aislar los componentes individuales de la bromelaina que dan lugar a
las actividades m edicinales p articulares y s e p udieran a dministrar por s eparado de modo que se disminuyera la
posibilidad d e ef ectos secundarios. Se ha i dentificado una f racciéon activad el a bromelainabrutaquees la
responsable de su capacidad para inhibir la activacion de la ERK, y por lo tanto bloquear la ruta de la MAP quinasa.
Aunque no es una proteina individual, esta fraccion consiste s6lo en algunos componentes y por lo tanto se reduce
mucho la posibilidad de efectos secundarios cuando se administra a pacientes comparado con la bromelaina bruta.

La fraccion designada CCS, se puede aislar de | a mezcla de br omelaina por procedimientos convencionales, por
ejemplo por cr omatografia. L a cr omatografia de alto rendimiento (HPLC) es adecuada para este proposito y se
puede lograr una separacion particularmente buena de las proteinas de la bromelaina por cromatografia liquida
rapida de proteinas (FPLCTM) usando un material de empaquetamiento de la columna tal como S-sefarosa. Como se
describira con mas detalle en los ejemplos, en la cromatografia en S-sefarosa usando un gradiente lineal de cloruro
sodico de 0 a 0,8 M en tampdn de acetato con 300 ml, la proteina era el ultimo pico doble de la columna.

Un componente de la bromelaina que contiene proteinas que tienen pesos moleculares de aproximadamente 15,07
kDa, 25,85 kDa y 27,45 kDa determinados por SDS-PAGE, tiene puntos isoeléctricos de 10,4 y 10,45 y se puede
obtener por el siguiente procedimiento:

i. se disuelve la bromelaina en tampén de acetato a pH 5,0;

ii. se separan los componentes de la bromelaina por cromatografia liquida de alto rendimiento de flujo rapido en S-
Sefarosa eluyendo con un gradiente lineal de cloruro sédico de 0 a 0,8 M en tampén de acetato con 300 ml.

iii. se recoge la fraccion correspondiente al pico doble final de la columna; y
iv. se aisla la proteina de la fraccion recogida en (iii).

Se ha encontrado que la fraccién, denominada CSS, tiene una serie de actividades potencialmente utiles. Primero,
se ha encontrado que bloquea la fosforilacion de ERK-2 y por lo tanto la cascada de la MAP quinasa. Ademas,
bloqueaba | a produccién de | L-2y | a proliferacién de linfocitos T CD 4*. Sin em bargo, la C CS no afectaa la
proliferaciéon de esplenocitos, lo cual sugiere que tiene un modo de accion selectivo. La CCS también bloqueaba de
forma diferencial el crecimiento de lineas de células tumorales humanas que incluyen tumores de ovario, pulmén,
colon, melanoma y pecho. La actividad diferente de la CCS contra las diferentes lineas celulares sugiere que la CCS
tiene un modo de accién selectivo y que también puede actuar como agente anticancerigeno. El efecto inhibidor de
la CCS en ERK-2 depende de su actividad proteolitica, puesto que E-64, un inhibidor selectivo de la cisteina
proteasa, podria anular el efecto de la CCS.

Aunque en el docu mento WO-A-9724138 se e xpone q ue | as proteasas en general son ca paces de di sminuir | a
activacion de | a MAP quinasa, ahora se ha encontrado que este no es el caso, puesto que | a tripsina no an ula la
sefializacion por los linfocitos T, y realmente en otros estudios se ha mostrado que aumenta la activacion de la MAPk
(Belham y col., 1996, Biochem. J., 320, 939-946). Se ha mostrado que la trombina, una proteasa implicada en la
cascada de coagulacion de la sangre, también aumenta la activacion de la quinasa MAP (Vouret-Craviari y col.,
1993, Biochem. J., 289, 209-214). Los autores de la invencién ahora han mostrado que otras proteasa contenidas en
la mezcla de bromelaina bruta no bloquean la activacion de la ruta de la quinasa MAP.

Es posible que los efectos de la CCS en la ruta de la quinasa MAP en los linfocitos T sean mediados por los efectos
proteoliticos especificos en la superficie celular. Se sabe que la bromelaina escinde la isoforma CD45 RA y separa
selectivamente otras moléculas de superficie de los PBMC humanos. La bromelaina también separa parcialmente
los CD4 de las superficies de los linfocitos T. Puesto que CD45 y CD4 tienen una funcién estimuladora obligada en
la activacion de los linfocitos T mediada por TCR, la CCS puede interferir con la sefializacién por TCR afectando a
estas moléculas. Aunque esta bien reconocida la importancia de CD45 y CD4 para la transduccion de sefales
iniciada por TCR, se pueden eludir los requisitos para la activacion de células T mediante el uso de éster de forbol y
ionoforo de calcio. El uso de ésteres de forbol y ionéforo combinados restaura la funcién normal de los linfocitos T
que se habian hecho refractarios a la estimulacion por TCR por el uso de inhibidores de la tirosina quinasa o que
son deficientes en CD45 o p56"°*.
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Sin embargo, en el presente estudio, los autores de la invencién han mostrado que no se restaura la funciéon normal
de los linfocitos T pretratados con la CCS cuando se tratan con PMA mas ionéforo. Por lo tanto, se cree que el
efecto inhibidor de la CCS en ERK-2 no es mediado por los efectos en CD45 o CD4 en los linfocitos T. Posiblemente
la CCS afecta una molécula de superficie todavia no identificada, que a su vez afecta a la ruta de la quinasa MAP.
Por lo tanto, se cree que el efecto inhibidor de la CCS en la produccién de citoquinas no es mediado por sus efectos
en CD45 y CD4 en los linfocitos T. El efecto inhibidor de la CCS en la transduccion de sefales por los linfocitos T no
era debido a la toxicidad del compuesto, puesto que la CCS no afectaba a la viabilidad de los esplenocitos o células
GA15. La viabilidad de las células no era afectada de forma significativa por el cultivo en presencia de CCS durante
periodos de tiempo mayores de 48 horas.

Puesto que se ha mostrado que la fraccién de CCS de la bromelaina bruta bloquea la activacién de la ruta de la quinasa
MAP y bloquea la activacién de los linfocitos T, la CCS puede ser util en el tratamiento de enfermedades mediadas por
linfocitos T.

Ademas de su importancia para la produccién de IL-2 y activacién de los linfocitos T, la ruta de la quinasa MAP también
es importante para la produccion de factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PGDF) y el factor de crecimiento de tipo insulina (IGF). Por lo tanto, la CCS
bloqueara la produccién de estos y otros factores de crecimiento y la produccion de otras citoquinas tales como IL-4, IFN-
v, GM-GSF y muchos otros.

Ademas, como se ha mencionado antes brevemente, es posible que la CCS se pueda usar en el tratamiento del cancer.

Por lo tanto, la CCS se puede usar en un procedimiento para el tratamiento o prevencion de enfermedades o afecciones
mediadas por:

i. activacion de linfocitos T;

ii. activacion de la ruta de la quinasa MAP; o

iii. la produccién de factores de crecimiento o citoquinas;

0 en el tratamiento o prevencion del cancer.

Un componente de la bromelaina que contiene proteinas que tienen pesos moleculares de aproximadamente 15,07
kDa, 25,85 kDa y 27,45 kDa determinados por SDS-PAGE, tiene puntos isoeléctricos de 10,4 y 10,45 y se puede
obtener por el siguiente procedimiento:

i. se disuelve la bromelaina en tampén de acetato a pH 5,0;

ii. se separan los componentes de la bromelaina por cromatografia liquida de alto rendimiento de flujo rapido en S-
Sefarosa eluyendo con un gradiente lineal de cloruro sddico de 0 a 0,8 M en tampdn de acetato con 300 ml.

iii. se recoge la fraccion correspondiente al pico doble final de la columna; y

iv. se aisla la proteina de la fraccion recogida en (iii).

se puede usar en medicina, en particular en el tratamiento o prevencion de enfermedades y afecciones mediadas por:

i. activacion de linfocitos T;

ii. activacion de la ruta de la quinasa MAP; o

iii. la produccién de factores de crecimiento o citoquinas;

0 en el tratamiento o prevencion del cancer.

En otro andlisis de la fraccién de CCS de la bromelaina, los autores de la presente invencion han encontrado que
comprende mas de un componente. La secuenciacion de las proteinas en la fracciéon mostré que consiste en las cisteina

proteasas ananaina y comosaina junto con otros componentes diferentes.

Por lo tanto, parece que tanto la ananaina como la comosaina o una mezcla de ambas pueden ser responsables de la
actividad de la fraccion de CCS de la bromelaina.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar en el
tratamiento de un cancer mediante el bloqueo de las rutas de la quinasa MAP en una célula cancerigena.
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En la solicitud anterior de los autores de la invencién WO-A-9600082 se discute la inhibicion de la cascada de la quinasa
MAP por la bromelaina bruta. Sin embargo, en ese momento, no se pudo determinar que componente de la mezcla de
bromelaina bruta era responsable de esta actividad, aunque se especuld que podia ser la proteasa de la bromelaina del
tallo. Ahora se ha descubierto que ademas de bloquear las rutas de nucleétidos ciclicas, la proteasa de la bromelaina del
tallo tiene alguna actividad contra la ruta de la quinasa MAP. Sin embargo, es mucho menos eficaz en el bloqueo de la
cascada de la quinasa MAP que la fraccién de CCS de la bromelaina de la presente invencion. Realmente, ahora se ha
encontrado que la fraccion de CCS de la bromelaina esta en la region de diez 6rdenes de magnitud mas activa que la
proteasa de la bromelaina del tallo en el bloqueo de la activacion de la quinasa MAP.

La activaciéon de la ruta de la quinasa MAP en los linfocitos para producir IL-2 y llevar a la expansion clonal de los
linfocitos T es un componente esencial en la respuesta inmunitaria. La ausencia de este proceso puede tener
consecuencias mortales, como puede observarse en gente con SIDA o mutaciones genéticas que dan como resultado
defectos e n los lin focitos T . Sin em bargo, la ac tivacién d e los linfocitos T también puede | levar a c onsecuencias
perjudiciales. Por ejemplo, si se activan los linfocitos T autorreactivos, pueden resultar enfermedades autoinmunes. Por
lo tanto, es posible que la CCS se pueda usar en el tratamiento de enfermedades autoinmunes tales como |a artritis
reumatoide, diabetes mellitus de tipo 1, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn y lupus.

Ademas, la activacion de los lin focitos T especifica para tejidos injertados puede conducir al rechazo del injerto o
trasplante, y por lo tanto la CCS también se puede usar para prevenir esto.

La activacion de los linfocitos T especificos de alergeno también puede producir reacciones alérgicas. Se liberan de las
células c itoquinas i nflamatorias y ot ros pr oductos celulares, tales comola histamina, de spués de | a ex posicion a
alergenos. La liberacion de histamina y de citoquinas inflamatorias implica la ruta de la quinasa MAP y por lo tanto el
bloqueo de la ruta de la quinasa MAP con la CCS es posible que sea eficaz en el tratamiento de alergias.

Ademas, es posible usar la CCS en la prevencidon del choque téxico y otras enfermedades mediadas por la
sobreproduccion de endotoxinas bacterianas. EI choque téxico es mediado por la produccion de lipopolisacaridos (LPS)
de las bacterias Gram negativas. Los LPS desencadenan la produccién de TNF-a e interleuquina-1 por activacion de la
ruta dela quinasa M AP en m acréfagos. La s ecrecion de e stas citoquinas provoca una c ascada de producciéon de
citoquinas de otras células del sistema inmunitario (incluyendo células T), lo cual conduce a leucocitosis, choque,
coagulacion intravascular y muerte.

Otro uso de la CCS es la prevencion de la muerte celular programada (apoptosis). Este es un suceso especial por el que
las células son estimuladas a destruir su propio ADN y morir. Es un suceso esencial en la mayoria de las respuestas
inmunitarias (para pr evenir| aa cumulacion de de masiadas células), pe rot ambién puede tener ¢ onsecuencias
inmunosupresoras en algunos casos, tal como en la infeccion por el VIH y en el envejecimiento, de modo que mueren
demasiadas células y no quedan suficientes para combatir la infeccion (Perandones y col., 1993, J. Immunol., 151, 3521-
3529). Debido a que el inicio de la apoptosis depende de sucesos de sefalizacion celular especificos, que incluyen
la activacion de la ruta de la quinasa MAP, es posible que la CCS sea eficaz en el bloqueo de la apoptosis.

La ac tivacién c ontinuada de linfocitos T durante | a en fermedad ¢ ronica también puede conducira consecuencias
patoldgicas, como puede encontrarse en determinadas infecciones crénicas de parasitos, tales como enfermedades de
granulomas cronicos tales como la lepra tuberculoide, esquistosomiasis y leishmaniasis visceral. Ademas, la invasion de
parasitos y patégenos, y su posterior supervivencia en las células, dependen de que estos organismos usen las rutas de
sefalizacion celulares del huésped (Bliska y col., 1993, Cell, 73, 903-920). P or ejemplo, se ha d emostrado que | a
Salmonella fosforila la quinasa MAP, lo cual permite que los macréfagos cojan las bacterias por endocitosis (Galan y
col., 1992, Nature, 357, 588-589). Después las bacterias proliferan y destruyen la célula. Puesto que se ha mostrado
que la CCS modifica | as r utas de sefializacion del hués ped, y en particular inhibe | a quinasa M AP, o tra de sus
potenciales aplicaciones podria ser inhibir la invasion por parasitos y patégenos y su supervivencia en células.

La CCS también se puede usar para el tratamiento del cancer, y realmente se ha mostrado que la CCS puede bloquear
el ¢ recimiento de t umores hum anos i nv itro. E | m ecanismo ant itumoral dela accién dela CCS s igue s ines tar
determinado, pero parece probable que sea un resultado del bloqueo de la activacion de la ruta de ERK-2.

Como se ha mencionado antes, |a activacion de 1a M AP quinasa depende de p2 qRas y Raf-1, que so n onco genes
importantes. L as proteinas de p21Ras y R af-1 a yudan at ransmitir sefales de los receptores de f actores de
crecimiento en la superficie de las células a las quinasas MAP para estimular la proliferacion o diferenciacion
celulares. Los genes oncogénicos (o mutantes) p21~° y Raf-1 producen proteinas defectuosas que han ad quirido
independencia de los factores de crecimiento suministrados externamente y, al mismo tiempo ya no pueden
responder a sefiales externas inhibidoras del crecimiento. Por lo tanto, las proteinas mutantes de p21™* y Raf-1 son
persistentemente hiperactivas y su actividad catalitica desenfrenada tiene un efecto perjudicial en el control del
crecimiento celular. Por lo tanto, los genes oncogénicos p21R"’lS y Raf-1 promueven el cancer y la formacién de tumor
mediante la alteracion de los controles normales de la proliferacion y diferenciacion celulares. Aproximadamente 30
% de los canceres humanos tienen mutaciones en un gen p21RaS.
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Dado que las sefales transmitidas por p21Ras y Raf-1 se pueden bloquear a través de la quinasa MAP, se espera

que la CCS bloquee el crecimiento del cancer y tumores. La fraccion de proteinas de la presente invencion sera Util, por
lo tanto, para el tratamiento de muchos tipos diferentes de cancer incluyendo canceres s dlidos tales como cancerde
ovario, colon, pecho o pulmén y melanoma, asi como tumores no sélidos y leucemia.

Normalmente la fraccion de bromelaina se formulara antes de la administracion a pacientes, y por lo tanto una
composicion farmacéutica o veterinaria puede comprender la fraccion CCS de la bromelaina, junto con un excipiente
aceptable en farmacia o veterinaria.

La fraccion CCS se puede administrar por una variedad de rutas que incluyen la ad ministracion entérica, por ejemplo
oral, nasal, bucal, tépica o anal, o administracion parenteral, por ejemplo por via intravenosa, subcutanea, intramuscular
0 intraperitoneal.

En muchos casos, puede preferirse la via oral ya que a menudo esta es la via que los pacientes encuentran la mas
aceptable. La via oral puede ser particularmente Util si se requieren muchas dosis de la proteina.

Cuando se elige | a administracion oral, puede s er c onveniente f ormular | a fraccion C CS enuna preparacion c on
recubrimiento entérico con el fin de ayudar a su supervivencia a través del estomago. Alternativamente, se puede usar
otra forma de dosificacién de administracién oral, por ejemplo un jarabe, elixir o una capsula de gelatina dura o blanda,
cualquiera de las cuales puede tener recubrimiento entérico.

Sin embargo, en d eterminadas circunstancias puede s er m as co nveniente usar unavi a p arenteral. P ara la
administracion parenteral, la proteina se puede formular en agua destilada u otro disolvente o agente de suspension
farmacéuticamente aceptable.

La dosis adecuada de la fraccion CCS para ad ministrar a un paciente |a puede determinar el médico. Sin embargo,
como guia, una dosis adecuada puede ser de aproximadamente 0,5 a 20 mg por kg de peso corporal. Se espera que en
la mayoria de los casos, la dosis sea de aproximadamente 1 a 15 mg por kg de peso corporal y preferiblemente de 1 a
10 mg por kg de peso corporal. Por lo tanto, para un hombre que pesa aproximadamente 70 kg, una dosis tipica seria de
aproximadamente 70 a 700 mg.

Ahora la invencion se describira con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos y a los dibujos en los que:

Lafig. 1 es una representacion en diagrama de los sucesos de transduccién de sefales asociados con la activacion de
linfocitos T que conduce a la produccién de IL-2.

Lafig. 2 es un perfil de e lucién ul travioleta d e la br omelaina br uta d espués d e | a c romatografia d e i ntercambio de
cationes en medio de alto rendimiento de sefarosa SP.

La fig. 3 es una grafica que muestra la actividad proteolitica y el contenido de proteina de las fracciones de bromelaina
brutas, después de la cromatografia de intercambio catiénico en medio de alto rendimiento de sefarosa SP;

Lafig. 4 esuna S DS-PAGE de las fracciones combinadas de la cromatografia de al to rendimiento en s efarosa SP
llevada a cabo en geles de gradiente de T 4-20 %, en la que las hileras 1 a 4 y 6 a 9 contienen las proteinas CCT, CCV,
CCX y CCZ y CCY, CCW, CCU y CCS respectivamente y las hileras 5 y 10 contienen los marcadores de peso
molecular.

La fig. 5 muestra el enfoque isoeléctrico de las fracciones combinadas llevado a cabo en geles de gradiente de pH 3-
11, en el que las hileras 1, 11 y 12 muestran los marcadores de IEF alto, y las hileras 2 y 13 muestran la bromelaina
bruta y las hileras 3 a 10 muestran las proteinas CCT, CCV, CCX, CCZ, CCY, CCW, CCU y CCS, respectivamente.

Lafig. 6 es unatransferencia W estern q ue usa m Ab antifosfotirosina que demuestraquel aC CSreducel a
fosforilacion de tirosina de la proteina p42 kDa (ERK-2). Se trataron células ThO con fracciones de bromelaina (50
pug/ml) durante 30 min, se lavaron y después se estimularon con PMA (20 ng/ml) y iondforo (1 uM) combinados
durante 5 min. Las células no estimuladas sirvieron como controles. Las células después se lisaron y los liquidos
sobrenadantes post nucleares se so metieron a S DS-PAGE y transferencia W estern. En esta figura | os simbolos
negros indican proteinas fosforiladas por PMA mas ionéforo combinados. Los simbolos en blanco indican proteina
ERK-2 reducida por el tratamiento con CCS.

La fig. 7 es una transferencia Western que usa mAB anti-fosfotirosina que demuestra que la CCS aumenta la
fosforilacion de tirosina de los sustratos proteicos. Se trataron células ThO con CCS, bromelaina bruta (Brom.),
proteasa de bromelaina del tallo (SBP) o fraccion de CCT (50 pg/ml) durante 30 min, se lavaron y después se
estimularon con PMA (20 ng/ml) y ionéforo (1 uM) combinados durante 5 min. Las células no estimuladas sirvieron
como controles (Cont.). Después las células se lisaron y los liquidos sobrenadantes postnucleares se sometieron a
SDS-PAGE vy transferencia Western. En esta figura los simbolos negros indican proteinas fosforiladas por CCS pero
no por otros tratamientos. Los simbolos en blanco indican proteina fosfoproteinas reducidas por CCS y tratamiento
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con bromelaina bruta.

La fig. 8 es una transferencia Western que usa mAb anti-fosfotirosina que muestra que el efecto inhibidor de la CCS
en ERK-2 depende de su actividad proteolitica y ocurre de una f orma dependiente de | a dosis. Se trataron células
ThOconCCS (0a25 ug/ml)o C CS incubada con el inhibidor d e proteasa se leccionado, E -64, durante 30 m in.
Después, las células se lavaron y después se estimularon con PMA (20 ng/ml) y iondforo (1 pM) combinados
durante 5 m in. Después las células se lisaron y los liquidos sobrenadantes postnucleares se sometieron a S DS-
PAGE vy transferencia Western. En esta figura los simbolos negros indican proteinas fosforiladas por CCS. Los
simbolos en blanco indican fosfoproteina ERK-2 inhibida por CCS activa pero no por CCS inactivada.

La fig. 9 es una inmunotransferencia que confirma que la fosfoproteina de 42 kDa inhibida por la CCS es ERK-2. Se
trataron células ThO con CCS (50 pg/ml) durante 30 min, o no se trataron, se lavaron y después se estimularon con
PMA (20 ng/ml) y iondforo (1 uM) combinados durante 5 min. Los lisatos celulares se inmunotransfirieron con mAb
anti-ERK-2.

La fig. 10 es una transferencia Western que usa mAb anti-fosfotirosina que muestra que el mAB anti-CD3e cruzado
induce la fosforilacion de tirosina de multiples proteinas. Las células ThO se estimularon con anticuerpo anti-CD3¢
cruzado durante 0 a 20 min. Después las células se lisaron y los liquidos sobrenadantes postnucleares se
sometieron a SDS-PAGE vy transferencia Western. Los simbolos negros indican proteinas con tirosina fosforilada
inducida por mAb anti-CD3e.

Lafig. 11 es unatransferencia W estern q ue usa m Ab anti-fosfotirosina q ue demuestraquela CCS inhibe la
fosforilacion de tirosina en linfocitos T estimulados por TCR. Se trataron células ThO con CCS (0 a 5 pg/ml) durante
30 min, se lavaron y después se trataron con mAb anti-CD3¢ cruzado durante 5 min. Después las células se lisaron y
los liquidos sobrenadantes postnucleares se sometieron a SDS-PAGE y transferencia Western. En esta figura, los
simbolos indican la fosforilacién de tirosina de ERK-2 inducida por mAb anti-CD3e¢, que es reducida por la CCS.

Lafig. 12 es unatransferencia W estern que usa mAb anti-Raf-1 que muestra que la C CS inhibe el cambiode
movilidad d e Raf-1. Se trataron células ThOcon CCS (0 a 50 pg/ml) durante 30 min, se lavaron y después se
estimularon con (A) PMA mas ionéforo combinados o (B) después mAb anti-CD3¢ cruzado durante 5 min. Después
las células se lisaron y | os |iquidos so brenadantes postnucleares se sometieron a SDS-PAGE y t ransferencia
Western.

La fig. 13 son un par de graficas que muestran que la CCS disminuye la produccién de IL-2 y la proliferacion en
linfocitos T CD4" purificados. Los linfocitos T se trataron con CCS (50 pg/ml), se lavaron y después se cultivaron en
medio solo o con mAb anti-CD3e inmovilizado y mAb anti-CD28 soluble. (A) La produccion de IL-2 se determind por
ensayode CTL-L como se describe en el ejemplo 5. (B) La proliferacion se determiné p or | a i ncorporacion “H-
timidina. Los linfocitos T CD4 * cultivados en aus encia d e m Ab ( estimulo) n o pr odujeron | L-2 detectable y no
proliferaron.

La fig. 14 son un par de graficas que muestran que la CCS disminuye la produccién de 1I-2 por los esplenocitos pero
no inhibe la proliferacion de esplenocitos. Los esplenocitos se trataron con CCS (50 pg/ml), se lavaron y después se
cultivaron en medio solo o con mAb anti-CD3¢ inmovilizado. (A) La produccion de 1l-2 se determiné por el ensayo de
CTL-L como se describe en el ejemplo 5. (B) La proliferacién se determiné por la incorporaciéon de ®H-timidina. Los
esplenocitos cultivados en ausencia de mAb (estimulo) no produjeron IL-2 detectable y no proliferaron.

Lafig. 15 es una grafica que muestra que la CCS inhibe el crecimiento de células tumorales in vitro. Se trataron
lineas de células de cancer con CCS (50, 10, 2,5,1 y 0,25 pg/ml) o agua como control. D espués de 96 h de
tratamiento, se evalud el efecto de la CCS en el crecimiento de las células tumorales. Las columnas representan las
concentraciones inhibidoras de 50 % (Clso ng/ml) de CCS (la cantidad de CCS necesaria para inhibir 50 % del
crecimiento de las células tumorales).

EJEMPLO 1 - Purificacién de proteinas de bromelaina

a. Materiales

Reactivos La bromelaina (E.C 3. 4.22.4; act ividad pr oteolitica, 1, 541 nmol/min/mg) se obt uvod e S olvay | nc.
(Alemania). La sefarosa S de flujo rapido, P harmalyte 3-10™, A mpholine 9-11™ Ready Mix | EF™ ( acrilamida,
bisacrilamida) y marcadores IEF™ se obtuvieron de Pharmacia Biotech. Los geles de acrilamida premoldeados al 4-
20 % y los marcadores de peso molecular de am plio intervalo se obtuvieron en Bio-Rad L aboratories. Todos los
demas reactivos eran de calidad analitica y se obtuvieron de Sigma Chemical Co. o de British Drug House.

b. Ensayo de proteinasa

La actividad proteolitica de | a bromelaina se determiné usa ndo un en sayo basado en placa de microvaloracion
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interna usando el sustrato sintético Z-Arg-Arg-pNA. Este ensayo se basé en el descrito por Filippova y col. en Anal.
Biochem., 143, 293-297 (1984). El sustrato era Z-Arg-Arg-pNA como describen Napper y col. en Biochem. J., 301,
727-735, (1994).

c. Ensayo de proteinas

La proteina se midié usando un kit suministrado por Bio-Rad que es un procedimiento modificado del de Lowry y col.
(J. Biol. Chem. (1951) 193, 265-275). Las muestras se compararon con patrones de albumina de suero bovino (0 a
1,5 mg/ml) preparados en solucién salina al 0,9 % o en tampdn de acetato 20 mM pH 5,0, segun sea adecuado.

d. Preparacion de bromelaina

Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20 a 25 °C). Se prepar6 una solucion de
bromelaina (30 mg/ml) disolviendo 450 mg de polvo en 15 ml de tampon de ace tato 20 mM (pH 5,0) que co ntenia
EDTA de so dio 0,1 mM. La solucion s e dispenso en t ubos de microcentrifuga 10 x 1,5 ml, y se centrifugaron a
13.000 x g durante 10 minutos para separar el material insoluble. Los liquidos sobrenadantes transparentes se
combinaron y se usaron para la cromatografia.

e. Cromatografia de alto rendimiento de flujo rapido en S-sefarosa

Se prepard una columna de flujo rapido de S-sefarosa empaquetando 25 ml de medio en una columna XK 16/20™
(Pharmacia Biotech) y se equilibré con tampén de acetato 20 mM (pH 5,0) que contenia EDTA 0,1 mM en un
sistema FPLC™ a 3 ml/min. Se inyectaron 5 ml de soluciéon de bromelaina en la columna. Se recogid la proteina no
unida y la columna se lavd con 100 m| de tampodn de ac etato. La pr oteina unida al a columna se eluyé conun
gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,8 M en tampodn de acetato, con 300 ml. Se recogieron fracciones de 5 ml a lo largo
del gr adiente ylafigura2 muestrauncr omatogramad e U V tipicod el a br omelaina br uta obt enida de est e
procedimiento.

Después, se analizaron en las fracciones la proteina y la actividad proteolitica como se ha descrito antes y la figura 3
muestra | a actividad pr oteolitica co ntra e | pépt ido si ntético Z-Arg-Arg-pNA y el co ntenido d e pr oteinad e | as
fracciones individuales. El perfil de contenido de proteina refleja el del UV, como era de esperar, pero la actividad
proteolitica pr incipal est a c onfinada a los dos picos principales que c orresponden alos delaproteasadela
bromelaina (SBP). Se observan actividades pequefas en otras zonas del cromatograma que pueden corresponder a
otras proteasas distintas dela S BP, tal comola ultima fraccion d e CCS que eluye, qu e co ntiene a nanaina y
comosaina.

Se combinaron los picos principales identificados del perfil UV de tres experimentos sucesivos y se nombraron como
se indica en la Tabla 1. Las fracciones combinadas se usaron para la caracterizacion fisicoquimica. Las fracciones
combinadas se concentraron por ultrafiltracién y se intercambiaron con tampoén usando columnas PD10 en solucién
salina isotonica (NaCl al 0,9 % en peso/vol). El contenido de proteina y la actividad de Z-Arg-Arg-pNA se calcularon
antes de los ensayos bioldgicos y se muestran en la Tabla 2.

Las fracciones combinadas se procesaron para el analisis como se describe a continuacion.

Tabla 1. Resumen de las fracciones combinadas de la bromelaina fraccionada por HP en sefarosa SP
(QC2322)

Componente | Descripcion Fracciones combinadas
(inclusive)
CCT Fluye a través (componentes no unidos) No unido fluye a través de la
columna
Ccv Primer pico que sale de la columna 8-9
CCX Segundo pico agudo que sale de la columna 13-14
CCz Pico pequefio en el borde ascendente del tercer pico principal | 19-20
de la bromelaina
CCY Primer pico principal de la bromelaina 23-24
CCwW Segundo pico principal de la bromelaina 27-29
CCcu Pico p equefio en el borde desc endente del se gundo pi co | 33-34
principal de la bromelaina
CCS Ultimo pico doble que sale de la columna 39-44
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Tabla 2. Contenido de proteina calculado y actividad de Z-Arg-Arg-pNA de las fracciones combinadas
usadas para ensayar la actividad bioldgica

Fracciones Actividad de Z-Arg-Arg-pNa (uMoles/min/ml) Contenido de proteina (mg/m)
combinadas

CCT 11,30 1,00

ccv 9,78 1,00

CccX 71,71 1,00

ccz 688,81 1,00

CcYy 1500,0 0,574

CcCcw 1500,0 0,543

CcCuU 1500,0 0,421

CCs 379,76 1,00

f. Procesamiento de las fracciones combinadas

Se determinaron la actividad proteolitica y el contenido de proteina de las fracciones combinadas y las
concentraciones se ajustaron a aproximadamente 1,4 mg/ml de proteina o 105 mmoles/min/ml de actividad de
proteinasa usando una celda agitada Filtron™ que contenia una membrana de ultrafiltracion con corte de exclusion
de peso molecular nominal de 10 kD a. D espués las fracciones se intercambiaron con tampoén usando columnas
PD10™ (Pharmacia Biotech) en solucion salina isoténica (NaCl al 0,9 % en peso/vol), se esterilizaron por filtracion
(0,2 um) y se ajustaron para el contenido de proteina o la actividad proteolitica. Después las muestras se congelaron
a -80 °C y se usaron en los estudios in vitro descritos a continuacion.

g. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Las muestras combinadas de FPLC™ se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio ( SDS-PAGE) en gel es degradientede T 4a2 0 % premoldeado. Las muestras se pr epararon parala
electroforesis por pr ecipitacion co n aci do, en| a que se m ezclaron 100 plco n unvo lumen igual d e ac ido
tricloroacético (TCA) al 20 % en peso/vol. La proteina precipitada se recogié por centrifugaciéon a 13.000 x g durante
10 min y se descarté el liquido sobrenadante. El sedimento se lavé dos veces con 0,5 ml de éter dietilico y se dejé
secar al aire a temperatura ambiente. Después los sedimentos se disolvieron en 300 ul de tampdén de muestra de
SDS-PAGE (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8 que contenia glicerol al 10 % en vol/vol, dodecilsulfato de sodio al 2 % en
p/vol y ditiotreitol 40 mM) y se calenté a 95 °C en un bafio de agua.

Los patrones de peso molecular de amplio intervalo de SDS-PAGE diluidos 1:20 en tampdn de muestra de SDS-
PAGE se trataron de forma similar y se hicieron correr con las muestras. Los geles se hicieron correr en un sistema
de electroforesis mini Protean II™ de acuerdo con el protocolo de Bio-Rad a 240 V y hasta que el frente de colorante
alcanzaba el extremo del gel (30 a 45 min).

Después de la electroforesis, las proteinas separadas se tifieron toda la noche con mezcla orbital en una solucién de
azul brillante coloidal G-250 al 0,075 % en peso/vol que contenia acido fosférico al 1,5 % en vol/vol, sulfato amonico
al 11,25 % en p/vol y metanol al 25 % en vol/vol. Los geles se destifieron para obtener un fondo transparente, en
una solucion de metanol al 25 % en vol/vol y acido acético al 10 % en vol/vol.

RESULTADOS

La pureza de las fracciones se muestra por SDS-PAGE en la figura 4. Todas las fracciones combinadas excepto la
que fluye através dela columna ( CCT) mostraron que | a proteina p rincipal pr esente t enia un pe so m olecular
aproximadamente entre 25-28 kD a. E sto corresponde al peso molecular de | as cisteina proteinasas aisladas de |la
bromelaina por otros autores (Rowan y col., Methods in Enzymology, (1994), 244, 555-568). La pureza de las
fracciones CCX, CCZ, CCY y CCW parece que es alta. Se pueden observar co mponentes minoritarios de pes o
molecular menor en algunas fracciones, en particular en las CCT, CCV, CCXy CCS. Las fracciones combinadas
CCU y CCS contienen un doblete entre 25-28 kDa; las cargas de gel mas altas de las fracciones CCX, CCZ, CCY y
CCW significan que también pueden encontrarse bandas dobles en estas fracciones. En la tabla 3 se muestra un
resumen de los componentes y sus pesos moleculares calculados en las fracciones combinadas, determinados por
SDS-PAGE.

Las proteinas en las fracciones combinadas CCX, CCZ, CCY+CCW y CCU se transfirieron sobre nitrocelulosa
después de SDS-PAGE por transferencia Western y se trataron con sondas de antisuero de conejo contra proteasa
de bromelaina del tallo (SBP) purificada (no se muestran los resultados). Todas las bandas de proteinas en estas
fracciones combinadas fueron reconocidas por anticuerpos en los sueros, lo que indicaba proteinas
inmunolégicamente similares, probablemente pertenecientes a la familia de enzimas de las cisteina proteinasas.
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Tabla 3. Resumen de los pesos moleculares de proteinas encontradas en fracciones combinadas de HP en
sefarosa SP, determinados por SDS-PAGE.

Fracciones Peso molecular (kDa) de las bandas de | Peso molecular (kDa) de las bandas de
combinadas proteinas principales proteinas secundarias

CCT 76,03 15,07

ccv 15,07, 25,85, 28,28, 76,03

CCX 25,08 15,07, 76,03

ccz 27,45 13,37, 16,49, 76,03

Cccy 27,45 6,5

CCcw 27,45

CCu 27,45, 28,28

CCs 15,07, 25,85, 27,45

h. Enfoque isoeléctrico

Las fracciones combinadas (0,5 a 1,0 mg/ml) se diluyeron 1:3 con agua desionizada y se hicieron correr en geles de
gradiente de pH 3 a 11. Los geles se moldearon usando Ready Mix IEF™ para producir un gel de poliacrilamida de T
5,5 % y C 3 %, que contenia glicerol al 10 % en vol/vol, Pharmalyte 3-10™ al 5,0 % y Ampholine 9-11™ g 2,5 %.
Brevemente, se cargaron 10 pl de muestra y marcadores de pl alto en los geles después del preenfoque a 700 V. La
entrada de muestra era a 500 V durante 10 min, el enfoque era a 2500 V durante 1,5 horas y el estrechamiento de
banda a 3000 V durante 10 min. Después de la electroforesis las proteinas se fijaron con una solucion de TCA al 20
% en p/vol durante 30 min, se lavaron para la decoloraciéon durante 30 min para eliminar el TCA y se tifieron con azul
brillante G-250 como se ha descrito para la SDS-PAGE (véase antes).

RESULTADOS

La figura 5 muestra que todas las fracciones excepto la CCX contenian proteinas basicas con enfoque mas alla del
marcador de pl 9, 3. Las interacciones de carga localizadas con los grupos funcionales del medio cromatografico
pueden explicar porque las proteinas de pl 3,8 y 3,85 en CCX, se adsorbian en una resina de intercambio cationico
a pH 5,0. La CCZ estaba presente como una sola banda de pl 9,7, mientras que las fracciones combinadas CCY,
CCW y CCU contenian multiples bandas de puntos isoeléctricos en el intervalo de pH 9,5-9,8. Al menos parte de
esta heterogeneidad se puede explicar por la variacion de los restos de carbohidratos de una cadena principal
comun de la proteina de la bromelaina del tallo. Los valores estan de acuerdo con los descritos en la bibliografia de
pl 9,45-9,55 paralabromelaina (Rowan y col., Methods in Enzymology, (1994), 244, 555-568). Las fracciones
combinadas de CCS contenian dos proteinas basicas de pl mayor que 10,25. Calculados por extrapolaciéon dan pl
de 10,4 y 10,45. Estas corresponden a la ananaina y comosaina y estan de acuerdo con otros calculos (Rowan y
col., vé ase antes) de pl| mayores que 10. Los pl de | as proteinas en cada una de las fracciones combinadas se
resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Resumen de los puntos isoeléctricos calculados de las proteinas encontradas en las fracciones
combinadas de HP en sefarosa SP.

Fracciones combinadas Puntos isoeléctricos de las proteinas
CCT No detectado

CCcv No detectado

CCX 3,8, 3,85

ccz 9,7

CCY 9,6,9,7

ccw 9,57, 9,6, 9,7

CCu 9,57, 9,6, 9,75

CCs 10,4, 10,45

EJEMPLO 2 - Andlisis de aminoacidos NH,-terminales de los componentes de la bromelaina

En un experimento separado, se hicieron correr las fracciones combinadas de la bromelaina por SDS-PAGE y se
transfirieron como antes sobre una membrana de PVDF. La membrana se tifié con azul coomassie R-250 al 0,025 %
en p/vol, se disolvieron en metanol al 40 % en vol/vol durante 10 min, seguido de destefiido en metanol al 50 % en
vol/vol. La membrana se seco al aire a temperatura ambiente y se llevo a cabo la secuenciacion de los aminoacidos
NHz-terminales de las proteinas tefiidas. Brevemente, se corté la banda de proteina de la membrana y se puso en el
cartucho su perior d el se cuenciador. E | a nalisis d e | os aminoacidos NHj-terminales de los componentesdela
bromelaina se determiné por degradacion de Edman usando un secuenciador de fase gaseosa (Applied Biosystems)
equipado ¢ on un a nalizador de f eniltiohidantoina-aminoacido e nl inea. La T abla 5 m uestra los primeros 21
aminoacidos NHz-terminales de CCZ, CCX, proteasa de bromelaina del tallo, ananaina y comosaina.
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Tabla 5. Similitudes de las secuencias NH,-terminales de la proteina CCZ y las de las proteinasas conocidas
aisladas de la bromelaina

Proteinasa Posiciéon desde el extremo N
ccz VLPDSIDWRQKGAVTEVKNRG
1 5 10 15 20

cox VPQSIDWRDYGAVNEVKN
4 9 14

Proteasa de bromelaina del tallo AVPQSIDWRDYGAVTSVKNQN
1 5 10 15 20

Ananaina VPQSIDWRDSGAVTSVKNQG
L4 9 14 19

Comosaina VPQSIDWRNYGAVTSVKNQG
| 4 9 14 19

Todas las proteinas comparten homologia de secuencia. La ananaina y comosaina difieren en 2 de 20 aminoacidos
cuando se comparan con |la proteasa de |a bromelaina del tallo. CCZ difiere en 8 d e 21 am inoacidos cuando se
comparan con la proteasa de la bromelaina del tallo. CCZ difiere de la ananaina y comosaina en 6 de los 20
aminoacidos. La comosaina difiere en 2 aminoacidos de la ananaina. Aunque esta claro que estas proteinas estan
estructuralmente relacionadas, son todas distintas y muestran divergencia entre ellas. Estas proteinasas también
difieren en su especificidad por el sustrato de proteinasa y su actividad biolégica.

EJEMPLO 3 - La fraccién de CCS inhibe la fosforilacidon de tirosina de |la fosfoproteina p42 kda

a. Materiales

Anticuerpos. Los mAb anti-CD3 cadena ¢ (145-2C11) y los mAb anti-CD28 (PV-1) se adquirieron en Pharmingen
(San Diego, CA) y el Ab de cabra anti-IgG de hamster en Sigma (Dorset, Reino Unido). Los mAb de raton anti-
fosfotirosina (4G10), mAB de raton anti-MAPk R2 (ERK-2) y mAb de raton anti-Raf-1 eran de UBI (Lake Placid, NY).
Los Ab de cabra anti-IlgG de conejo y de cabra anti-IgG de ratén conjugados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) eran de BioRad (Hemel Hemstead, Hertfordshire, Reino Unido). La IgG MAPk fosfoespecifica policlonal de
conejo quer econoce | as MAPK p44 yp 42 co ntirosina f osforilada eran de N ew E ngland B ioLabs (Hitchin,
Hertfordshire, Reino Unido).

Reactivos. El 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA) y el ionéforo de calcio A23187 se adquirieron en Sigma. La
bromelaina (E.C 3.4.22.4; actividad proteolitica, 1,541 nmol/min/mg) se obtuvo en Solvay Inc. (Alemania). E-64 (L-
trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)butano, un inhibidor de cisteina proteasa selectivo era de Sigma.

Células. El hi bridomad e linfocitos T G A15 fue u nr egalo g eneroso de B. F ox ( ImmuLogic Ph armaceutical
Corporation, Boston, MA). GA15 se genero por fusion del timoma BW5147 con el clon T2 F4 especifico para KLH
asociado con I-A®, y se mantuvieron como se ha descrito previamente (Fox, 1993, Int. Immunol., 5, 323-330). GA15
presenta un fenotipo de célula Tr0 puesto que producen IL-2, IL-4 e IFN-y después de estimulaciéon con el mAb anti-
CD3e¢ cruzado (Fox, 1993)

b. Estimulacion de linfocitos T. Las células (2 x 107) suspendidas en RPMI 1640 se trataron con CCS (1 a 50
ug/ml) diluida en solucion salina (al 0,9 % (p/vol)) durante 30 mina 37 °C. Las células tratadas como control se
trataron con un volumen igual de solucion salina (diluyente). Con concentraciones altas de CCS (50 6 100 ug/ml) se
produjo agregacion de células, como se habia observado previamente en estudios con bromelaina bruta. Después
del tratamiento, los agregados de células se dispersaron ligeramente lavando las células 3 veces y después
volviéndolas a suspender en RPMI de nueva aportacién. Las células fueron estimuladas por la superficie celular con
mAb cruzado contra el TCR (anti-CD3¢), o directamente usando PMA (20 ng/ml) y iondforo (1 uM) combinados
durante los tiempos indicados en las leyendas de las figuras y el texto.

La estimulacion por el TCR se llevd a c abo incubando primero linfocitos T en hielo durante 30 min con mAb anti-
CD3¢ (20 pg/ml). Después se separd el exceso de mAb lavando unavez a4 °C y el mAb anti-CD3¢ se cruzé con
anticuerpo de cabra anti-lgG de hamster (20 pg/ml) a 37 °C. La estimulacién se terminé por la adiciéon de tampon de
lisis enfriado con hielo (Tris 25 mM, pH 7,4, NaCl 75 mM, EDTA 2 mM, Triton X-100 al 0,5 %, ortovanadato de sodio
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2 mM, fluoruro de so dio 10 mM, pirofosfato de so dio 10 mM, leupeptina 74 ng/ml, PMSF 740 uM vy aprotinina 74
pug/ml) durante 30 m in con rotacion continua a 4 °C. Los lisatos se clarificaron (14.000 x g durante 10 min) y se
afnadio un volumen igual de tampén de muestra de SDS-PAGE 2X (Tris 50 mM, pH 7, 2-ME 700 mM, glicerol al 50 %
(vol/vol), SDS al 2 % (p/vol), azul de bromofenol al 0,01 % (p/vol)) a los liquidos sobrenadantes postnucleares. Las
proteinas se solubilizaron a 100 °C durante 5 min y se resolvieron por SDS-PAGE las muestras que contenian 1 x
10° equivalentes de células.

c. Inmunotransferencia. Las proteinas separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) que
después se bloquearon con albumina de suero bovino al 5 % (p/vol) (Sigma, fracciéon V; BSA), Nonidet P-40™ al 0,1
% en solucién salina tamponada con Tris (NaCl 170 mM y Tris 50 mM, pH 7,4; TBS). Las inmunotransferencias se
incubaron con los anticuerpos adecuados como se indica en las leyendas de |as figuras. Los anticuerpos primarios
se diluyeron en tampoén de dilucion de anticuerpo compuesto de BSA al 0,5 % (p/vol), Tween-20 al 0,1 % (vol/vol) en
TBS a 4 °C durante 2 h se guido de deteccién con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con peroxidasa de
rabano picante d iluido e ntampén d e dilucion de a nticuerpoa 4 °C durante 1 h. D espués de cada etapa de
incubacion, las membranas se lavaron e xtensamente con Tween-20 al 0,1 % en TBS. La i nmunorreactividad se
determino usando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia ECL (Amersham Corp., Arlington Heights, IL).

d. Inhibicién de la actividad proteolitica de CCS. Se uso6 un inhibidor esp ecifico de la cisteina proteasa, E-64,
para inactivar la actividad proteolitica de CCS. Se incub6é CCS (25 pg/ml) diluido en ditiotreitol 3 uM, E-64 100 uM,
acetato de sodio 60 mM (pH 5), durante 10 minutos a 30 °C. La CCS inactivada después se dializ6 toda la noche en
solucion salina a 4 °C. Los estudios anteriores con bromelaina bruta habian mostrado que estas condiciones eran
suficientes para inducir 99,5 % de inactivacion de la actividad proteolitica cuando se ensayaba con el sustrato Z-Arg-
Arg-pNA (véase antes). Los linfocitos T se trataron con CCS inactivada con E-64 (25 pug/ml) y se compararon con los
linfocitos T tratados con control y no tratados con CCS estimulados con PMA mas ionéforo.

RESULTADOS

a. La fraccion CCS inhibe la fosforilacion de tirosina de p42 kda. Se ha mostrado previamente que la bromelaina
bloquea la fosforilacion de tirosina de ERK-2 después de estimulacion de los linfocitos T con PMA mas ionéforo de
calcio combinados (documento W O-A-96/00082). La estimulacion con éster de forbol y ionéforo de los linfocitos T
actua de forma sinérgica para reproducir muchas caracteristicas de la estimulacion por TCR tales como la secrecion
de IL-2, expresion del receptor de |L-2 y proliferacion de linfocitos T (Truneh y col., 1985, Nature, 313, 3 18-320;
Rayter y col., 1992, EMBO, 11, 4549-4556). Los ésteres de forbol pueden mimetizar el desencadenamiento de
receptores de antigeno y eludir las proteina tirosina quinasas inducidas por los TCR para activar ERK-2 mediante
una accion agonista directa en PKC y p21Ras. El ionoforo de calcio A23187 induce mayor liberacién intracelular de
Ca®" y por lo tanto mimetiza la accion de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3). Sin embargo, los ésteres de forbol y el
ionoforo estimulan las rutas de la PKC que no son controladas por los TCR (Izquierdo y col., 1992, Mol. Cell. Biol.,
12, 3305-3312) lo que sugiere rutas intracelulares separadas en los linfocitos T, que regulan la funcién de los
linfocitos T. Por lo tanto, se investigé qué fraccion de la bromelaina podia bloquear la sefializacion de los linfocitos T
mediante la ruta independiente de TCR, examinando sus efectos en la fosforilacion de tirosina inducida por PMA y
iondéforo.

La estimulaciéon de los linfocitos T con ionéforo y PMA combinados inducia la fosforilacién de tirosina de varias
proteinas incluyendo las de alrededor de 100 kda, 85 kda, 42 kda y 38 kda. El tratamiento previo con CCS (50 pug/ml)
reducia |la fosforilacion de tirosina de la proteina p42 kda y no inhibia significativamente la fosforilacion de ningun
otro sustrato (figura 6). En dos experimentos, la CCS, pero no otra fraccion, también aumentaba la fosforilacion de
tirosina de las proteinas de alrededor de 36 kda, 38 kda, 85 kda, 94 kda y 102 kda (figura 7 y figura 8).

La capacidad de la CCS para bloquear la fosforilacion de tirosina de la fosfoproteina de 42 kda dependia de la dosis
(fig. 8) y dependia de s u actividad proteolitica, puesto que E-64 anulaba completamente el efecto inhibidor de | a
CCS en la fosforilacion de p42 kda (fig. 8). El tratamiento con E-64 de los linfocitos T no afectaba a la sefalizacion
de los linfocitos T inducida por PMA y iondéforo.

CCS inhibe la fosforilacion de tirosina de ERK-2. Se sospechaba que la fosfoproteina de 42 kda inhibida por CCS
era la MAPk ERK-2, por lo que se llevé a cabo el analisis de inmunotransferencia con mAb anti-ERK-2 y anticuerpos
anti-fosfo MAPK especificos, que detectan especificamente ERK-1 y ERK-2 sdélo cuando son activados
cataliticamente por fosforilacion en la Tyr204. La i nmunotransferencia de células tratadas con CCS que han sido
estimuladas con PMA mas iondforo, confirmaba que la fosfoproteina p42 kda era realmente la ERK-2 (fig. 9).

CCS reduce la fosforilacién de tirosina de ERK inducida por TCR. Después se investigo el efecto de la CCS en
la transduccién de sefiales mediada por T CR por evaluacion de la fosforilacion de tirosina d el sustrato de GA15
estimulada con mAB anti-CD3¢ cruzado. Las inmunotransferencias de lisatos de GA15, usando mAb anti-
fosfotirosina e specificos, pusieron de manifiesto mayor fosforilacion de tirosina de multiples proteinas incluidas las
de alrededor de 120 kda, 100 kda, 85 k da, 76 kd a, 70 kda, 42 kd a y 40 kd a, de ac uerdo con las fosfoproteinas
observadas en otras lineas de linfocitos T después de la unién con TCR (June y col., 1990, J. Immunol., 144, 1591-
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1599 y Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 7722-7726, revisado por Cantrell, 1996, Annu. Rev. Immunol., 14, 259-274)
(fig. 10). Las proteinas fosforiladas en la tirosina se detectaron facilmente entre 2 y 5 min después de la estimulacion
y permanecieron fosforiladas durante al menos 10 min (fig. 10). Las células GA15 estimuladas con mAb anti-CD3
solo o Ab cruzado, no inducian la fosforilacion de tirosina de ningin sustrato celular (no se muestran los datos). Otra
vez, el tratamiento previo con CCS de GA15 durante 30 min produjo una reduccion de la fosforilacion de tirosina de
proteinas de ERK-2 inducida por TCR de u na forma dependiente de la dosis (fig. 11). La C CS no afect6 de forma
notable la fosforilaciéon de tirosina de otras fosfoproteinas inducida por TCR, lo que sugeria que la CCS tiene un
modo de accion selectivo.

EJEMPLO 4 - CCS retarda el cambio de movilidad de Raf-1

Raf-1 es un activador inmediatamente corriente arriba de MEK-1 que activa ERK-2. La activacién de Raf-1 requiere
la f osforilacion en | os r estos de se rina y t reonina es pecificos (Avruch ycol., 1994, TIBS, 19, 2 79-283). P ara
investigar sila CCS afecta a cualquier otro sustrato corriente arriba de ERK-2 en la cascada de la MAP quinasa, se
investigd el efecto de la CCS en Raf-1. Se trataron linfocitos T con CCS (0 a 50 ug/ml) y después se estimularon con
mAb anti-CD3¢ o PMA mas ionéforo combinados como se ha descrito antes. Los resultados muestran que la CCS
bloquea el cambio de movilidad de Raf-1, lo que indica que bloquea su fosforilacién de proteina y porlo tanto la
activacion. Estos datos confirman que CCS tiene un efecto en la cascada de la MAP quinasa (fig. 12) y que el efecto
de CCS puede no ser directamente en ERK-2, si no en sustratos corriente arriba en la cascada de MAPk.

EJEMPLO 5 - Efecto de CCS en la produccién de IL-2 y proliferacién de linfocitos T

a. Materiales

Células. Se a islaron esp lenocitos de ratones BAL B/c h embra (6 -8 se manas de e dad) co mo se ha descr ito
previamente e n el doc umento W O-A-96/00082. S e ai slaron linfocitos T CD4 * altamente purificados de | os
esplenocitos usando la separacion de células activadas por magnetismo (MACS).

b. Produccion de interleuquina 2. Los linfocitos T diluidos en RPMI se trataron con CCS (50 ug/ml) o solucion
salina a 37 °C durante 30 min, se lavaron con RPMI de n ueva aportacion, y después se volvieron a suspender en
medio de cu ltivo. Los linfocitos T se estimularon p ara producir R NAm de ci toquina por anticuerpo anti-CD3¢
inmovilizado (4 pg/ml)y anticuerpo anti-CD28 soluble (10 pg/ml). Los mAb anti-CD3e¢ diluidos en PBS se
inmovilizaron en pl acas de m icrocultivo, de fondo pl ano, de 24 poc illos (Corning, C orning, NY) por incubacion
durante 16 h a4 °C. Después los pocillos se lavaron tres veces en PBS antes de afadir los cultivos triplicados de
esplenocitos o linfocitos T CD4" purificados (2,5 - 5 x 10° células por pocillo) que se incubaron a 37 °C en COz al 5 %
himedo durante 24 h. Se midieron los niveles de |I-2 en el liquido sobrenadante del cultivo usando el bioensayo
CTL-L (Gillis y col., 1978, J. Immunol., 120, 2027-2032).

c. Proliferacion de linfocitos T. Se trataron linfocitos T con CCS (50 pg/ml) durante 30 min, se lavaron en RPMI y
después se estimularon con mAb anti-CD3¢ inmovilizado solo o0 mAb anti-CD3¢ mas mAb anti-CD28 combinados.
Después las células se cultivaron en placas de fondo plano de 96 pocillos (Nunc) con 10° células por pocillo durante
36 h. Los cultivos se pulsaron con [3H]TdR 0,5 uCi, 12 h antes de recogerlos en filtros de fibra de vidrio.

RESULTADOS
a. CCSinhibe la produccion de IL-2 y la proliferacion de linfocitos T CD4"

La activacion de p21RaS, Raf-1, MEK-1y ERK es esencial para la induccion de la transcripcion de IL-2 en linfocitos T
(Izquierdo y col., 1993, J. Exp. Med., 178, 1199). La IL-2 es el factor de crecimiento de linfocitos T autocrino principal
que induce la proliferacién de linfocitos T. Por lo tanto se podia esperar que el defecto en | a activacién de E RK
demostrado aqui, inhibiera la produccion de | L-2 y |a proliferacion de linfocitos T. Por lo tanto, se investigé si CCS
podia tener un resultado funcional e n la sefializaciéon de linfocitos T, en concreto enla producciéonde IL-2 yla
proliferacién en esplenocitos murinos y linfocitos T CD4" altamente purificadas. E| tratamiento con CCS (50 pg/ml)
de linfocitos T CD4" purificados redujo tanto la produccién de IL-2 como la proliferacién cuando la ruta de la ERK era
estimulada con mAb anti-CD3¢ (fig. 13a y 13b). CCS también bloqueaba la produccion de IL-2 por los esplenocitos,
sin embargo no afectaba a la proliferacion de esplenocitos (fig. 14a y 14b), lo que sugeria que un componente en
CCS t odavia noi dentificado est aba act uando en las poblaciones de células accesorias en los cultivos de
esplenocitos, tales como linfocitos B o0 macrofagos. La bromelaina puede aumentar las sefales coestimuladoras de
los linfocitos T por una accién en los linfocitos B. I ndependientemente d el efecto putativo de C CS en las células
accesorias, los datos indican claramente que CCS bloquea la produccién de | L-2 y la proliferacion de linfocitos T
CD4" purificados, | 0 que su giere que C CS bl oquea | a act ivacién de los linfocitos T. La pr oduccionde | L-2 y
proliferacion dependian de | a estimulacién celular con anticuerpos anti-TCR puesto que no se detecto citoquina en
las células cultivadas en medios de cultivo tisular solos (fig. 13 y 14).
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EJEMPLO 6 - Efecto de CCS en el crecimiento de células tumorales humanas in vitro

a. Materiales

Células. Las lineas de células tumorales las proporcionaron L. Kelland (Institute of Cancer Research, Sutton, Reino
Unido) y eran las siguientes: de ovario (SKOV-3, CH-1, A2780), colon (HT29, BE, LOVO), pecho (MCF-7, MDA231,
MDAS361), pulmon (A549, CORL23, MOR) y melanoma (G361, BOO8, SKMe124).

b. Inhibicion del crecimiento de lineas de células tumorales humanas. Los estudios los llevé a cabo L. Kelland
(Institute of Cancer Research, Sutton, Reino Unido). Se tripsinizaron lineas celulares y se sembraron células viables
individuales en placas de microvaloracién de 96 pocillos con una densidad de 4 x 10° células/pocillo en 16 0 pl de
medio de crecimiento. Después de dejar toda la noche para la unién, se afiadié CCS a los pocillos por cuadruplicado
en 40 ul de medio de crecimiento para dar un intervalo de concentraciones finales en los pocillos de 50, 10, 2,5, 1y
0,25 pg/ml. Ocho pocillos servian como control, pocillos no tratados. Se diluyé la CCS inmediatamente antes de la
adicion a las células en agua estéril. La exposicion a CCS de las células fue durante 96 h, tras lo cual se determind
el numero de células en cada pocillo mediante tinciéon con sulforrodamina B al 0,4 % en acido acético al 1 % como
se ha descr ito pr eviamente ( Kelland y c ol., 199 3, Cancer Res., 53 , 2581 -2586). D espués se ca Icularon | as
concentraciones inhibidoras de 50 % (valores de Clso en ng/ml) a partir de las graficas de concentracion frente a la
absorbancia de control ( %) (lectura a 540 nm).

RESULTADOS

a. CCS inhibe el crecimiento de tumor humano in vitro. p21Ras y Raf-1 son oncogenes importantes, que cuando
mutan producen el crecimiento y proliferacién c elulares incontrolados, conduciendo al cancer. Puesto que se ha
demostrado que CCS puede bloquear los efectos de la cascada de sefializacion de quinasas p2‘IRa/Raf-
1/MEK1/ERK, se investigé si C CS podia b loquear el cr ecimiento t umoral. E | t ratamiento c on CCS de ¢ élulas
tumorales humanas dio como resultado una reduccion en el crecimiento de varias lineas celulares tumorales
diferentes de ovario, pulmon, colon, pecho y melanoma, in vitro (Fig. 15). La CCS no afecté a todas las lineas
celulares por igual, lo que sugeria que la CCS tiene una accion selectiva.
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REIVINDICACIONES

1. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar en el tratamiento de un cancer mediante el
bloqueo de las rutas de la quinasa MAP en una célula cancerigena.

2. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que
el cancer es un cancer solido, un tumor no sélido o leucemia.

3. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que
el cancer solido es cancer de ovario, colon, pecho, pulmén o melanoma.

4. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de ac uerdo con una cualquierade las
reivindicaciones precedentes, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

5. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacion 4, en una
forma adecuada para la administracion entérica, oral, nasal, bucal, tépica o anal.

6. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacion 5, en una
forma adecuada para la administracién oral.

7. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacion 4, en una
forma adecuada para la administracién parenteral.

8. Ananaina o una mezcla de ananaina y comosaina para usar de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que
la administracion parenteral se selecciona de administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular e intraperitoneal.
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