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RESUMEN. Ficina, una cisteinilproteinasa aislada del látex de al menos dos especies 
y distintas variedades de Ficus (Moraceae), es una de las proteasas vegetales mejor 
conocidas. En el presente trabajo se ofrece una breve síntesis de sus principales pro- 
piedades bioquímicas. 
SUMMARY. "Proteases of Higher Plants. 11. Ficin (EC 3.4.22.3)". Ficin, a cysteinilprotease 
isolated from the latices of at least two species and different varieties of Ficus (Moraceae), 
is one of the well known plant proteases. In this paper a brief review of its biochemical 
properties is presented. 

ANTECEDENTES ETNOFARMACOLOGICOS 

Ficina constituye un buen ejemplo de productos naturales cuyo estudio fue 
promovido por el conocimiento previo de su empleo en medicina popular. En es- 
te caso la primera referencia etnofarmacológica existente es el uso que hacían al- 
gunos nativos de América Central y Sudamérica del látex que obtenían de  la hi- 
guera (Ficus m., Moraceae) en el tratamiento de ciertas parasitosis intestinales 1. 

Robbins 2 tiene el mérito de haber establecido la relación de causalidaci entre 
el efecto antihelmíntico observado y la presencia de actividad proteolítica en el lá- 
tex de  Flcus laurffolla * * ,  Este hallazgo le sugirió extender el estudio sobre los po- 
sibles efectos proteolíticos (hidrólisis de la gelatina) y antihelmínticos (digestión 
de  Ascarls provenientes de intestino de cerdo) a otras quince especies de  Flcus y 
a especies de  otros géneros de Moraceae (Artocalpus foret, Broslmum allcastmm, 

* Autor a quien dirigir la correspondencia 
** Los nombres científicos se consignan tal como son citados por los autores 

1 Becaria del CONICET. 2 Miembros d e  la Carrera del Investigador de la CIC. 3 Becaria d e  la CIC. 
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Broussonetia papyrifera y M o m  nigra), todas ellas cultivadas en el Jardín Botáni- 
co que la Universidad de Harvard poseía en Soledad (Cuba), aunque con resulta- 
dos poco alentadores. No obstante, en el mismo trabajo se consignan altos valores 
de  actividad proteolítica y notorio efecto antihelmíntico para Ficui carica y F. gla- 
bruta, las dos especies que desde entonces constituyen las principales fuentes de  
ficina 3. 

Poco tiempo después, en una comunicación en la que omite citar la especie 
productora, Walti 4 informa haber obtenido la enzima en forma cristalina: el látex 
diluido, llevado a pH 5 y mantenido a 5 "C durante varias semanas genera crista- 
les que exhiben actividad hidrolítica frente a gelatina y benzoilglicinamida. El au- 
tor también comprobó que la enzima cristalina retenía su capacidad antihelmíntica 
frente a Ascarls, aunque actualmente ya no se emplea con esos fines y en su re- 
emplazo pueden consignarse otros usos farmacológicos, así como su empleo en 
distintos procesos industriales 5. 

MECANISMO DE ACCION Y CENTRO ACilVO DE LA ENZIMA 

Los primeros estudios bioquímicos sobre el mecanismo de acción hidrolítico 
comienzan con el trabajo de  Winnick et al. 6,  quienes establecen de  manera con- 
cluyente que ficina es una proteasa sulfhidrilo-dependiente. Varios años después 
Cohen 7 inicia la caracterización de la enzima determinando que se trata de una 
proteína básica (pI = 9,O) y comprobando que la estabilidad de la enzima en rela- 
ción con el pH depende fuertemente de la presencia de cisteína en el medio de 
reacción. 

Liener 8 es el primero en llevar a cabo un cuidadoso análisis de la naturaleza 
del grupo activo de la enzima, confirmando que se trata de una proteinasa cisteí- 
nica con un único grupo -SH activo por molécula, aún cuando advierte que la 
misma contiene al menos otro grupo ti01 y una unión disulfuro no esenciales para 
la actividad proteolítica. 

En un estudio posterior en el que el centro activo es bloqueado con 1%-iodo- 
acetato (el iodoacetato es un inhibidor específico de proteinasas cisteínicas), Wong 
y Liener 9 proponen la secuencia aminoacídica que debería corresponder a la ve- 
cindad del sitio activo, que refleja una notoria similitud con la que propuesta por 
Light et al. 10 para el centro activo de papaína (Figura 1) y que reforzaría la hipóte- 
sis de Lowe y Williams 11 de  que ambas proteasas deberían tener el mismo meca- 
nismo de acción, donde el intermediario catalítico sería un compuesto acil-enzima 
en el que el grupo sulfhidrilo esencial se encontraría acilado. 

Ficina 

Figura. 1. Comparación de las secuencias arninoacídicas del centro activo de ficina 9 y papaína 10 

Los estudios sobre la composición del centro activo recibieron un nuevo y 
controvertido aporte con el trabajo de Metrione et al. 12, quienes a partir de una fi- 
cina croda (látex desecado comercial) consiguen obtener una única fracción acti- 
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va, de  peso molecular estimado en 23 kDa y con una composición aminoacídica 
similar a la de  papaína, pero en la que la secuencia adjudicada al sitio activo (Tyr- 
Ser-Gly-Val-Cys) no coincide con la anteriormente propuesta por Wong y Liener 9. 
Sin embargo en un estudio posterior Husain y Lowe 13 confirman los resultados 
obtenidos por estos últimos autores. 

Esta aparente antinomia condujo a Friedenson y Liener 14 a revisar las causas 
que podrían haber originado tan dispares resultados. Una explicación posible po- 
dría estar relacionada con la existencia de múltiples formas moleculares de  la enzi- 
ma, cada una de  ellas con una diferente secuencia en el centro catalítico. La otra 
posibilidad es que Metrione et al. 12 hubieran determinado la secuencia que con- 
tiene al grupo ti01 inactivo. Ambas alternativas fueron consideradas por Frieden- 
son y Liener 14 con resultados negativos, quienes atribuyeron los resultados obte- 
nidos por aquellos autores a la posibilidad de que, en las condiciones en que fue 
realizada la experiencia, el grupo -SH activo hubiera reaccionado con uno de los 
puentes disulfuro que existen en la molécula formando un nuevo puente disulfuro 
y liberando un grupo ti01 inactivo, cuya secuencia aminoacídica podría ser la que 
determinaron los autores cuestionados. 

Al estudiar el efecto del pH sobre la hidrólisis de  sustratos sintéticos tales co- 
mo BAEE (a-N-benzoil-L-arginina etil éster) y BAA (a-N-benzoil-L-argininamida) 
en una fracción activa (Ficina D) obtenida de Rcus carica var. Kadota, Kramer y 
Whitaker 15 determinan que la hidrólisis es dependiente de  grupos cuyos valores 
de pK sugieren que en el centro activo de la enzima se hallan involucrados un 
grupo sulfhidrilo y un grupo carboxilo. En base a esos resultados, Whitaker 16 

confirma posteriormente que en la clásica ecuación que interpreta el mecanismo 
de  acción de las cisteinil-proteasas (1) el paso de la acilación es el que controla la 
velocidad de la reacción y que la constante que determina la velocidad de  ese pa- 
so (kd depende de la existencia de dos grupos con valores aparentes de  pK igual 
a 4,74 (grupo carboxilo) y 8,44 (grupo sulfhidrilo). 

K, k2 k3 
E + S ‘ E.S ES' E + P, (1) 

+ 
p, 

Un importante avance en el conocimiento de la composición del centro acti- 
vo de  la enzima se logra cuando Gleisner y Liener 17 confirman la participación de 
un residuo histidina en el mecanismo proteolítico de ficina (obtenida a partir de 
látex de Ffcus glabrata). Utilizando 1,3-dibromoacgtona consiguen alquilar única- 
mente el residuo His, previo bloqueo del grupo -SH reactivo con tetrationato de 
sodio y de un residuo metionina (vulnerable a la acción de  la dibromoacetona) 
con metaperiodato de sodio; al reactivar el grupo sulfhidrilo por agregado de  di- 
tiotreitol la actividad proteolítica no se recupera, lo que confirma que el residuo 
His es esencial para la actividad enzimática. La comparación de los "mapas peptí- 
dicos" (obtenidos por cromatografía bidimensional de un digerido de  la enzima 
por la acción de pepsina) de ficina con y sin tratamiento con dibromoacetona re- 
vela q u ~  como consecuencia de este último desaparece un tetrapéptido (P,) que 
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contiene histidina y cuya secuencia coincide con la propuesta por otros autores 18, 

que es idéntica a la de papaínal9 y casi igual a la de bromelina de tallo13 (Figura 2). 

Papaína 19 Asp-His-Ala-Val-Ala-Leu 

Brotnelina de tallo 13 His-Ala-Val-Thr-Ala 

Ficina 18 Asp-His-Ala-Val-Ala-Ala 

Tetrapéptido p3 17 His-Ala-Val-Ala 

Figura 2. Comparación de las secuencias aminoacídicas en las que interviene 
histidina en el centro activo de papaína, brornelina y ficina 

Como ya ha sido mencionado, la molécula de ficina contiene dos grupos ti01 
cisteínicos libres (no involucrados en uniones disulfuro), pero sólo uno de ellos 
interviene en el proceso hidrolítico, mientras que el otro está profundamente ente- 
rrado en la proteína nativa y su reactividad frente a reactivos electrofíiicos sólo 
pudo ser puesta de manifiesto en medios desnaturalizantes tales como dodecilsul- 
fato de sodio 8 o cloruro de guanidina 20. 

El grupo ti01 activo se encuentra efectivamente expuesto y es parte del sitio 
catalítico de la enzima, pero en los trabajos iniciales en los que se determinó el 
contenido de grupos ti01 9.13 las preparaciones no superaban la relación de 0,6-0,7 
moles de ti01 por m01 de proteína, debido a que los métodos de purificación utili- 
zados no lograban separar la ficina activa de una porción de proteína no tiolada. 
Por aplicación previa de cromatografía covalente "en batch con un gel de Sepha- 
rosa-glutatión-2-piridildisulfuro, Malthouse y Brocklehurst 21 consiguen obtener 
una ficina parcialmente purificada en la que la relación es de 1 m01 de grupos 
tiol/mol de proteína activa. 

Mediante el uso de un reactivo altamente específico para grupos tiol, el 2,2'- 
dipiridildisulfuro, los autores mencionados confirman que -al igual que lo que 
ocurre en papaína- el grupo ti01 esencial de ficina interactúa con otro grupo ioni- 
zante (seguramente el grupo imidazol de histidina) y que, a diferencia de papaína, 
ficina no parece poseer un grupo carboxilo funcional equivalente al aspártico 158 
de papaína. 

COMPONENTES PROTEOLmCOS DE LA FICINA 

Aplicando una técnica electroforética poco corriente ("curtaln electrophore- 
S&") Messing y van Ness 22 separan al cabo de 28 días seis fracciones proteicas, 
tres de ellas activas; el pH óptimo frente a azqcoll (8,O a 9,5) es compatible con 
los valores obtenidos previamente por Cohen 7 sobre caseína (pH 6,5-9,5). 

Dado que en diferentes trabajos previos la procedecia botánica del material 
era dudosa o inexistente, Sgarbieri et al. 23 plantearon la necesidad de una precisa 
determinación taxonómica del material del cuaI había sido obtenido el látex, ya 
que existen más de 1880 especies de Flcus y que solamente de Flcus carica se co- 
nocen al menos 700 variedades de cultivo. Al ensayar la actividad del látex de 16 
variedades de Flcus carica por cromatografía de intercambio iónico comprueban 
que gn-las distintas variedades se modifican tanto el número de fracciones activas 
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(de 4 a 10) como la actividad. Asimismo determinan que la actividad específica 
del látex de  Ficus glabrata es aproximadamente la mitad de la obtenida a partir de 
los de F. carica y que las fracciones activas no son coincidentes con las de esta ú1- 
tima especie. 

Un estudio posterior 24 llevado a cabo sobre una de las variedades más pro- 
misorias, Ficus carica var. Kadota, permite cristalizar dos de los componentes más 
importantes (Ficinas C y D), comprobándose que todas las fracciones activas son 
muy básicas (pI > 9,6) y que frente a caseína el pH de máxima actividad se sitúa 
en  la zona neutra (pH 6,7-73. 

El estudio es extendido luego a 46 especies de Ficus 25, encontrándose que 
sólo 13 de  ellas poseen actividad proteolítica apreciable. El látex de F. stenocarpa 
resulta ser el de mayor actividad específica, seguido por los de F. carlca y F. gla- 
bruta. Todos ellos evidencian estar constituidos por múltiples componentes prote- 
olíticamente activos. 

La aparición de un gran número de fracciones durante la purificación de  una 
proteasa conlleva la posibilidad de una autodigestión de la enzima ("autolisis"), 
tanto más probable cuanto más purificada se halla la misma (ya que se reduce 
proporcionalmente el número de proteínas no proteásicas que podrían servirle de 
sustrato). Esta presunción lleva a Englund et al. 20 a revisar los criterios de  purifi- 
cación utilizados hasta entonces, decidiendo inactivar reversiblemente a la enzima 
como paso previo a ser purificada, para lo cual tratan el látex de Ficus glabrata 
con tetrationato de  sodio, que convierte el grupo sulfhidrilo activo en sulfeniltio- 
sulfato (SSS03) -. La proteasa cruda inactivada es luego purificada por precipitación 
salina, diálisis y cromatografía de intercambio catiónico (CM-Cellex a pH 7,0), con 
lo que se  obtienen sólo cuatro fracciones activas, de las cuales una de  ellas resulta 
ser homogénea y en la que se determina la composición aminoacídica (que no di- 
fiere significativamente de los resultados previamente obtenidos por Metrione et 
al. 12 y Marini-Bettolo et al. 261, el aminoácido N-terminal (Leu) y que no se trata 
de  una glicoproteína. El valor de 26 kDa es también cercano a los pesos ~nolecula- 
res consignados por otros autores: 23 kDa (Metrione et a13 12, 26 kDa (Bernhard y 
Gutfreund) 27 y 26,5 kDa (Marini-Bettolo et al.) 26. Desde el punto de  vista meca- 
nístico confirman que existe un único sulfhidrilo reactivo y otro inactivo y que hay 
tres puentes disulfuro. En cuanto a la especificidad de sustrato (cadena B de  insu- 
lina oxidada), demuestran que ficina exhibe una mayor afinidad hacia uniones 
peptídicas en las que el residuo más próximo al extremo N-terminal es un amino- 
ácido aromático. 

La necesidad de comprobar si la existencia de múltiples formas moleculares 
en las proteasas purificadas se correspondía con la. composición original del látex 
o si, por el contrario, eran simplemente artefactos generados durante el proceso 
de  purificación, llevó a Kramer y Whitaker 28 a revisar los resultados obtenidos 
con las variedades Kadota y Black Mision de Ficus carica. Los autores comproba- 
ron que existen variaciones estacionales en cuanto a la cantidad de proteína con- 
tenida en el látex y a la actividad específica del mismo, pero que no existen dife- 
rencias en el número de formas moleculares que aparecen por cromatografía de 
intercambio. Para descartar la autolisis como explicación del elevado número de 
fraccion~s activas recogieron látex con y sin pclorornercuribenzoato (un inhibidor 
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de proteasas cisteínicas) y en este último caso incubaron el látex durante 6 horas a 
35 "C: salvo un componente de la variedad Kadota, que es transformado en otro 
en el curso d e  la purificación 29, el resto de las isoformas moleculares se  encontra- 
ban como tales en el látex crudo. 

Hasta hace unos años la comunicación de la existencia de diferentes formas 
moleculares en  el curso de la purificación de  una enzima era inevitablemente con- 
siderada como consecuencia de la impericia experimental del autor, pero el crite- 
rio se modificó sensiblemente luego del aporte de  Kaplan 30, quien puntualizó una 
serie de  razones genéticas y no genéticas que podrían explicar la presencia de  
aquéllas. Dentro de las primeras pueden mencionarse la existencia de  enzimas du- 
plicadas producidas por genes separados o de enzimas producidas por alelos del 
mismo gen; entre las razones no genéticas, además de la posible producción de  
artefactos debido al método de  purificación elegido, debería tenerse en cuenta la 
presencia de  confórmeros (isómeros conformacionales) de la misma enzima pero 
con diferentes propiedades de  carga en solución. 

Al estudiar la naturaleza de los seis principales componentes proteolíticos del 
látex de  Ficus glabrata, Williams y Whitaker 31 comprueban que la composición 
aminoacídica de los mismos es esencialmente similar y que también lo son los ma- 
pas peptídicos que resultan luego de la hidrólisis tríptica, por lo que los autores 
proponen que las diferencias cromatográficas observables podrían ser el resultado 
de una misma cadena polipeptídica plegada de distintas maneras (diferentes con- 
fórmeros) y en consecuencia con diferentes grupos expuestos en la superficie 32, o 
bien deberse a diferencias mínimas en la composición o en la secuencia aminoací- 
dica. 

Trabajando de  manera simultánea sin conocer los resultados anteriores, Jones 
y Glazer 33 arriban a conclusiones similares al estudiar el látex de Ficus glabrata. 
Purifican cinco sulfhidrilproteasas (Ficinas B, E, F,, F2 y H) de pesos moleculares 
de 25-26 kDa, que poseen el mismo aminoácido N-terminal (leucina) y muestran 
similar especificidad e idénticas propiedades cinéticas frente a la cadena B de  la 
insulina oxidada, caseína y sustratos sintéticos. Las diferentes formas moleculares 
reflejan sus diferencias en cuanto al tiempo de retención por los intercambiadores 
catiónicos, a su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida y a la varia- 
ción en el contenido de algunos aminoácidos, esencialmente arginina y tirosina. 
En base a estos resultados los autores plantean que las sutiles diferencias molecu- 
lares observadas podrían ser importantes para la planta, lo que explicaría la sobre- 
vivencia de  todas ellas, a pesar de la presión evolutiva que tiende a eliminar a to- 
das, a excepción de la que más eficientemente satisface los requerimientos de la 
planta. También consideran como explicación plausible la posibilidad de  estar ob- 
servando un fenómeno evolutivo en una etapa en la que un gen se ha duplicado 
varias veces pero que no ha sufrido aún mayores modificaciones. 

Utilizando un procedimiento que implica fraccionamiento salino, cromatogra- 
fía de  intercambio y cromatografía de exclusión molecular, Kort et al. 34 separan 
del látex de  Flcus glabrata seis fracciones proteolíticamente activas (Ficinas 1 a 
VI). Dos de  ellas (Ficinas 11 y 111) resultaron homogéneas por electroforesis en gel 
de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y ultracentrifugación y 
pudieren ser cristalizadas. El peso molecular de la Ficina 111 (medida de concentra- 
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ción de grupos tiol) es de  26.000, pero su contenido en histidina (un residuo por 
mol) es mucho menor que el de la Ficina 11 (tres residuos por mol). Las Ficinas 11, 
V y VI son probablemente iguales a las Ficinas F,, F, y H de Jones y Glazer 33, en 
tanto que la Ficha 111 es casi seguramente la misma proteína que purificaran En- 
glund et al. 20 y corresponde a la Ficina E de Jones y Glazer 33. 

En un estudio posterior Kort et al. 35 investigaron la especificidad de  ficina 
(Ficinas 11 y 111) y de bromelina sobre el tipo de unión peptidica en dipéptidos, tri- 
péptidos y polipéptidos, comprobando que ambas enzimas muestran un compor- 
tamiento comparable, ya que hidrolizan preferentemente uniones en las que parti- 
cipan los aminoácidos glicina, alanina y leucina y, en menor proporción, aquellas 
uniones en las que intervienen valina, fenilalanina y tirosina. 

EVIDENCIA DE LA COMPOSICION GLICOPROTEICA DE FICINA 

Algunas fitoproteasas han resultado ser glicoproteínas. Sin embargo, los pri- 
meros estudios de  Englund et al. 20 parecieron demostrar que ficina no poseía una 
fracción glucídica, propuesta no compartida por Jones y Glazer 33, quienes denun- 
ciaron la existencia de al menos un 1% de carbohidratos. El trabajo de Friedenson 
y Liener 36 puso fin a la controversia, al aislar un glicopéptido proveniente de la 
digestión péptica de  ficina integrado por 9 aminoácidos asociados a una fracción 
polisacarídica compuesta por glucosamina, manosa, galactosa, fucosa y xilosa en 
relación molar 5:2:1:1:1, respectivamente, cuya composición recuerda a la del gli- 
copéptido aislado de bromelina, que carece de galactosa 37,38 y posee menor 
contenido de glucosamina. 

Sugiura y Sasaki 39 estudiaron la composición de proteasas del látex de una 
variedad japonesa de higo (Ficus carica var. Hora&bO, encontrando cuatro frac- 
ciones de similar composición, a las que llaman Ficinas A, B, C y D (peso molecu- 
lar 24 a 26 kDa, pH óptimo 7-8, pI 8,3-10,2, similar estabilidad a la temperatura y 
al pH) y una fracción que contiene un 4,8% de carbohidratos (Ficina S), aunque 
en el resto de  sus propiedades es semejante a las otras. 

OTROS ESTUDIOS 

Más recientemente Lynn y Clevette-Radford 40 determinaron las propiedades 
d e  una proteasa presente en el "gomero" (Ficus elastica Roxb. et Homem, var. de- 
cora), a la que denominaron "Ficina E", que sorprendentemente no es una tiol- 
proteinasa, sino que pertenece al grupo de las proteinasas serínicas. La enzima tie- 
ne un peso molecular de 50 kDa, un pH óptimo de 6,0 y -a diferencia de  los de fi- 
cina, bromelina y papaína- su pI es decididamente ácido (3,7). El mapa peptídico 
obtenido al hacer actuar Ficina E sobre la cadena B de la insulina es totalmente di- 
ferente al que se  obtiene con ficina y la composición aminoacídica de  esta nueva 
proteasa es también muy distinta a la de aquélla. 

Una novedad en cuanto al material de partida para la obtención de ficina es 
el cultivo de  tejidos vegetales. Cormier et al. 41 han conseguido obtener una pre- 
paración con actividad proteolítica equivalente a la ficina comercial a partir del 
cultivo de  fragmentos de tallos provenientes de plantas jóvenes de  higuera (Ficus 
carlca). Los callos obtenidos luego de 28 días de cultivo son tratados con una so- 
lución conteniendo sustancias protectoras (esencialmente polivinilpirrolidona para 
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evitar la interacción con los fenoles, producidos en gran cantidad en el cultivo), lo 
que permite la extracción y ulterior purificación de una proteasa con elevada ca- 
pacidad proteolítica y buena resistencia a la desnaturalización por calor. 

ESTADO ACTUAL DEL CONOCiMENTO DE FICINA 

Si bien el Comité de Nomenclatura Enzimática de  la Unión Internacional de  
Bioquímica ha asignado a la ficina un código numérico que la identifica (EC 
3.4.22.32), bajo esta denominación se incluye a un grupo de  proteasas obtenidas 
mayoritariamente del látex de Ficus glabrata (de hecho, la "ficina" comercial es 
simplemente el látex desecado obtenido de frutos de esta especie). 

Hoy existe acuerdo en que se trata de una tiolproteinasa con un solo residuo 
cigeína activo por molécula y que en el centro activo participa también una molé- 
cula de histidina, no habiéndose comprobado la presencia de un residuo de ácido 
aspártico. La molécula de ficina, de naturaleza básica y de alrededor de 26 kDa, 
contiene una parte glucídica y su composición aminoacídica recuerda a la de pa- 
paína y d e  bromeliria, al menos en la estructura correspondiente a su centro acti- 
vo. 
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