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Capitulo!l Introduccién
L1 Caracterfsticas generales de las proteinasas y su nomenclatuza

Las enzimas proteoliticas son aquellos catalizadores que realizan la degradacién
de proteinas a pequefios péptidos o hasta aminodcidos por hidrélisis de los
enlaces peptidicos. Los términos de  "proteasa’, “peptidasa”, "enzima
proteolitica” y "proteinasa”, ﬁeneulmente se usan como sinénimos para
denominar a este tipo de enzimas. Sin embargo, existen dos sistemas de
nomenclatura propuestos para las proteinasas, amboé sistemas se han

incorporado a la nomenclatura bioquimica moderna y se encuentran en la tabla

" L El primer sistema fue propuesto en 1928 por Grassmann y Dyckerhoff, quienes

reconocieron que dentro de las proteasas o enzimas proteolfticas existfan dos
grupos de enzimas: unas actuaban preferentemente sobre proteinas completas y
otras Jo hacfan sobre péptidos pequefios. Por lo anterior, propusieron el término
proteinasa para aquellas enzimas que mostraban una especificidad por .
protefnas intactas y las que actuaban sobre oligopéptidos se demominaron
peptidasas. El segundo sistema de nomenclatura fue propuesto por Bergmann y
Ross en 1936 en los Estados Unidos y en éste se reconoce a una peptidasa como
una hidrolasa de enlaces peptidicos. Dentro de este grupo se encuentran a su
vez hidrolasas, que requieren de la presencia de grupos amino y carboxilo
terminales, y que actuan mejor en cadenas largas lejos de los gtupoo terminales;
a las primeras se les denominé exopeptidasas y a las segundas endopeptidasas.
Finalmente el esquema moderno considera sinénimos a los términos peptidasa o
hidrolasa de enlaces peptidicos con el de proteasa o enzima proteolitica; las
proteinasas, que es el término que se usa en el presente trabajo, son
endopeptidasas, es decir, enzimas proteolfticas que degradan cadenas proteicas
largas ( Barret, 1977; Barret y Salvensen, 1986).




[ )

Tabla I . Diagrama de los tres esquemas de nomenclatura *

(») Grassmann y Dyckerhoff (1928)

Proteasas . s
I

i . Proteinasas Peptidasas

(b) Bergmann y Ross (1936)

Peptidasa
L

’ r 1
Endopeptidasas ~ Exopeptidasas

(c) Esquema Moderno_(Barret.A., 1986)

Peptidasa
(=Proteasa)
I . 1
Endopeptidasas Exopeptidasas
(=Proteinasas)
N o * Barret y Salvensen, 1986.
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Las proteinasas se encuentran ampliamente distribufdas en la naturaleza y
realizan una gran variedad de funciones. Muchas de ellas existen como
dominios en proteinas mmﬁﬁmdondu de gran tamafio, sin embargo, también
se encuentran como pequefias cadenas polipeptidicas. Las proteinasas son de
vital importancia para el control de un gran nimero de procesos celulares, de
manera general, funcionan tanto en la activacién de moléculas biolégicas como

* en una gran variedad de fenémenos de procesamiento de péptidos y proteinas.

También participan en una multitud de procesos como son la reorganizacion

de citoesqueleto, la fusién y diferenciacién celular, la sintesis de protefnas, la

~ activaci6n e inactivacién de hormonas, la fecundacién, el crecimiento, la defensa

inmunolégica, la necrosis, la coagulacién de la sangre, etc. Existen genes virales
que codifican para proteinasas que hidrolizan los enlaces peptidicos de los
precursores de las moléculas necesarias para producir la dpaide; las bacterias
producen una gran variedad de proteinasas extracelulares que degradan
protefnas circundantes y los organismos superiores utilizan proteinasas para
funciones tales como la digestién de los alimentos, corte de péptidos sefal,
control de la presién sangufnea y coagulacién de la sangre (Branden y Tooze,
1991).

Histéricamente, la proteélisis enziméitica se ha asociado con la digestién de
protefnas en animales y en el hombre, por lo que las enzimas digestivas de las
secreciones pancredticas y gdstricas de los mamiferos son algunas de las mejor
caracterizadas tanto en estructura como en funcién. Dentro de este grupo de
enzimas se encuentran la tripsina, la quimiotripsina, la pepsina y las ei\zimas
lisosomales catepsinas B y D. Recientemente, se ha prestado gran atencién a

aquellas proteinasas que tienen una funcién reguladora en una gran variedad de

“ procesos - fisiolégicos que wvan, desde el procésax'i\iento de cadenas

polipeptidicas, proteinas hormonales y precursores enziméticos, hasta el
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desarrollo 'y fecundacién, asf como muchos otros procesos proteoliticos
importantes para las funciones celulares. Las proteinasas son tamnbién una de las
herramientas més importantes en el andlisis de secuencias de proteinas, en la
identificacién y aislamiento de dominios de protelnas compléju-y en la
obtencién de protefnas nativas a partir de tejidos ( Neurath, 1984). |

Otro de los aspectos relevantes de la accién de las proteinasas es que la
protedlisis tiene un papel muy importante en la. patogénesis de algunos
microorganismos, ya que en la interaccién entre el hospedero y el patégeno, las
proteinasas se requieren para penetrar el tejido del hospedero, debilitar los
mecanismos de defensa o para la nutricién durante la infeccién (McKerrow y
col. 1993).
El mecanismo de accién de las proteinasas en general tiene la siguiente
. secuencia:

K Ky K3
E+S & ES - ES+P; - E+P;

En esta secuencia se observa que el primer paso en una reaccién enzimética es
la formacién de un complejo enzima-sustrato (E-S) con una constante de

equilibrio Kj. La formacién de este complejo requiere de interacciones entre

sitios especificos de la enzima y algunos aminodcidos queise encuentran en la .

cadena polipeptidica del sustrato. El siguiente paso en dicha reaccién incluye un
afaque a un enlace peptidico del sustrato por un grupo quimico activado que se
encuentra en el sitio catalitico de la enzima. Con esto se lleva a cabo la liberacién
del primer producto (Py), 1a otra parte del sustrato permanece asociado con la
enzima; la reaccién se completa cuando se libera el segundo producto (P) y la
enzima libre se regenera (E) (Polgdr, 1989). En ‘general, las proteinasas, como

todas las enzimas tienen la funcién de incrementar la velocidad de una reaccién
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quimica al disminuir la energia de activacién para la conversion del sustrato en
producto,

Las maneras en que las enzimas disminuyen la energfa de activacién pueden
ser: .
a) Por proveer de grupos cataliticamente competentes para el mecanismo
especffico de la reaccién, :
b) Por unir algunos sustratos en una orientacién apropiada para que la reaccién
sea catalizada. .
¢) Por disminuir la energfa de activacién de la reaccién, al poseer la habilidad
de unir con mayor afinidad al sustrato en el estado de transicién que es su

estado normal. (Branden y Tooze 1991)

1.2 Clasificacién de las proteinasas.

Basdndose en el andlisis de las propiedades in vitro de las proteinasas, éstas
pueden ser clasificadas por el intervalo de pH en el cual se encuentran, por su
habilidad para hidrolizar proteinas especificas, o su similitud con proteinasas
bien caracterizadas (North, 1982)a. Anteriormente las proteinasas fueron
dlasificadas de acuerdo al tamafio molecular, carga o especificidad por el
sustrato (ésta es muy diffcil de definir, por lo que este criterio no es muy
aceptado para clasificar a las proteinasas).

Actualmente existe un sistema basado en la comparacién de sitios activos,
mecanismo de accién y estructura tridimensional, y, recientemente se ha
propuesto una dasificacién que considera las relaciones evolutivas de las
proteinasas. Estas dos clasificaciones son explicadas en este texto. La primera de
ellas se conoce como clasificacién por clases cataliticas, y la segunda determina-

familias evolutivas de proteinasas.

.t e am i dee e e -




1.2.1 Clases cataliticas de las proteinasas

En 1960, Hartley resuelve el problema que existfa para elegir el criterio de
clasificacién de las proteinasas, mostrando que éstas actuan a través de cuatro
distintos mecanismos de reaccién. La International Union of Biochemistry
reconoce actualmente a estos cuatro mecanismos de accién y dentro de dichas
~ clases se agrupan 6 familias de proteinasas. Cada familia tiene una
caracterfstica comin que es el arreglo de los residuos de aminodcidos que

forman el sitio activo. Aunque las proteinasas de una misma familia son’

diferentes en secuencia primaria y en estructura tridimensional, pbseen en
comdn una geometrfa del sitio activo y un mecanismo de accdén muy
semejantes.

‘Actualmente se conocen algunos cientos de proteinasas y'todas‘ catalizan la
misma reaccién: hidrélisis de enlaces peptidicos internos de los polipéptidos. A
partir del conocimiento de la estructura de las proteinasas en los afios 50s y 60s,
surgi6 la clasificacién de las mismas en base a sus mecanismos catalfticos y su

origen evolutivo.

Se reconocen 4 distintos tipos de endopeptidasas de acuerdo con los grupos
qufmicos que son responsables de su actividad catalftica: las proteinasas de

serina, que presentan residuos de Ser e His en su sitio catalftico, las proteinasas

de cisteina que presentan residuos de Cys e His, las proteinasas de aspirtico

que usan en su proceso catalftico dos residuos écidos, y por dltimo, las
metaloproteinasas que utilizan un ion metélico y un residuo de Glu en el
mecanismo de accién (Polgdr, 1989). ' |

Cada uno de estos grupos de proteinasas formados con base en mecanismos

catalfticos puede a su vez ser dividido en familias que incluyen enzimas
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relacionadas evolutivamente, es decir, cada uno de los miembros de una familia
de proteinasas se consideran como resultado de divergencia evolutiva a partir de
un ancestro comun ( Barret y Rawlings, 1991). Los cuatro grupos forman a su
vez dos grupos mayores: uno constituido por las proteinasas de serina y de
cisteina, las cuales integran complejos enziméticos covalentes; y otro formado
por las de aspirtico y las metaloproteinasas, las cuales no constituyen éste tipo

‘de complejos.

1.2.2 Proteinasas de Serina

El mecanismo catalitico utilizado por las proteinasas de serina parece ser el mis
exitoso (en términos evolutivos), de los que han desarrollado estas enzimas, es
por eso que esta clase catalftica constituye el grupo mds diversificado y
numeroso y tienen un gran interés ya que participan en un gran numero de
procesos bioldégicos. .

El grupo de las proteinasas de serina muestra un pH 6ptimo de 7.5 a 8. Esté
formado por dos familias, cada una de ellas agrupa enzimas que tienen un
ancestro comiin. Estas familias son la de la Quimiotripsina y la de la Subtilisina.
Las proteinasas que forman parte de estas dos familias se encuentran tanto en

organismos procaridticos como eucari6ticos, (Barret y Rawlings, 1966).

1.2.2.1 Familia de la Quimiotripsina

Las proteinasas de la familia de la quimiotripsina presentan dna notable
conservacién de la estructura del sitio catalftico, Los aminodcidos involucrados
pérticipan, directamente en la actividad catalitica y son la His57 , Aspl02 y
Ser195 segiin la numeracién de la quimiotripsina. Estos residuos forman la

"trfada catalftica” que se encuentra conservada en todas las proteinasas de esta

familia. Por ejemplo, las enzimas de bacterias que son muy pequefias (180
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residuos), difieren muy poco de las enzimas del pincreas de los mamiferos o
de los granulocitos.

1.2.2.2 Familia de la Subtilisina

Los miembros de esta familia presentan una secuencia conservada de
aminodcidos en el sitio catalitico. Este estd formado, igual que en la familia de la
quimiotripsina, por una triada catalitica compuesta por los residuos Asp32,
His64, y Ser?2lsegiin la numeracién de la subtilisina. Hasta hace pocos afios se
crefa que las proteinasas de la familia de la subtilisina estaban restringidas a las

" bacterias, sin embargo, recientemente se ha encontrado que se encuentran

ampliamente distribuidas en varios organismos, incluyendo tanto plantas como
varios animales superiores. ‘ A |

La trfada catalftica de estas dos familias es semejante, y los aminodcidos se
encuentran en una geometrfa muy similar en la estructura terciaria. Sin embargo,
la secuencia polipeptfdica y los patrones de plegamiento son muy diferentes. E!
mecanismo catalftico de las dos familias es el mismo, sin embargo,‘ sus origenes
evolutivos son independientes, por lo que la existencia de sitios catalfticos
similares es resultado de una convergencia evolutiva. (Branden y Tooze, 1991;
Barret y Rawlings, 1991). o

Existen otras proteinasas de serina que no pueden ser agrupadas dentro de
las dos familias descritas anteriormente. Entre éstas se encuentra la prolil
endopeptidasa que se halla tanto en bacterias como en mamiferos; el complejo
multicatalitico, que es un complejd proteolftico de alto peso molecular y que se

localiza en el higado y otros tejidos de animales superiores; las endopeptidasas

de adenovirus, las proteasas IV y VII etc. (Rivett, 1989)a.Todas ellas tienen

funciones especificas y se encuentran en una gran variedad de organismos lo -
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cual da un ejemplo de que las proteinasas de serina tienen un mecanismo

catalftico muy exitoso que ha permitido que se diversifiquen y distribuyan

ampliamente. En la tabla I se muestran las proteinasas de serina con las dos

familias que la forman asf como aquellas que se encuentran dentro de este grupo

pero que no pertenecen a ninguna de las dos familias definidas.

TABLAII*

Clase catalitica

FAMILIA (miembros representativos)

Serina

QUIMIOTRIPSINA. Endopeptidasas A y B de Streptomyces
griseus, endopeptidasa V8 de Staphylococcus,endopeptidasa
colagenolitica de Uca, tripsina, elastasa pancreética, proteasa
E, quimasa, triptasa, catepsina G, elastasa de leucocitos,
enzimas de coagulacién, plasmina, activadores del
plasminégeno, kalikreinas, trombina, hepsina,
endopeptidasa de serina dependiente de calcio.

SUBTILISINA. Termitasa, endopeptidasa K, endopeptidasa
de Vibrio, endopeptidasa de Yarrowia, elastasa de Bacillus,
endopeptidasa alcalina de Aspergillus, cucumisina,
endopeptidasa B de levadura.

FAMILIA NO DEFINIDA. Prolil endopeptidasa, complejo
multicatalitico,endopeptidasas de adenovirus, proteinasa IV
de E.coli, endopeptidasa Ti, endopeptidasa La.

. Tomado de Barret y Rawlings, 1991.
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1.2.3 Proteinasas de Cisteina ,
Las proteinasas de cistefna se encuentran en bacterias, microorganismos
eucari6ticos, plantas y animales. Son activas a un pH de 8 y requieren de la

. presencia de grupos reductores. Este grupo muestra una gran similitud con el

de las proteinasas de serina, debido a que ambas forman un complejo enzimatico
covalente durante la protedlisis ( Polgr, 1989). Existen dos familias de
proteinasas de cistefna, una de ellas es la de la papaina y la otra es la de las
calpafnas;'existe adem4s un tercer grupo formado por otras enzimas que no han
podido ser incluidas dentro de las dos familias mencionadas. La mayorfa de las
proteinasas de cistefna se encuentran formando parte de la familia de la papafna,

la'enzima representativa de este grupo es justamente la papafna que se obtiene

de 'la especie Carica papaya.

1.2.3.1 Familia de la Papafna

La familia de la papafna incluye otras proteinasas de plantas, asf como las

catepsinas B, H, L y S de los lisosomas de los mamfferos. Muchos protoctistas
tienen proteinasas de cistefna muy parecidas a la papaina y se ha sugerido que

las primeras enzimas ‘con una actividad muy semejante a la papafna se

~encontraban como enzimas digestivas de las vacuolas de los protoctistas. Las

enzimas descendientes de dicha enzima ancestral se encuentran actualmente
asociadas a las vacuolas de las células de los vegetales y los lisosomas de las
células de los animales. La caracteristica més notable de las proteinasas que
forman esta familia es que conservan la estructura alrededor de los residuos que
intervienen directamente en la catélisis enzimtica, que son la Cys25 y la His!59
segun numeracién de la papafna (Barret, 1991.), '

Dentro de la familia dela papafna se encuentran también las catepsinas, que
son proteinasas lisosomales que tienen un papel muy importante en la hidrélisis
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de las proteinas intracelulares. Tres catepsinas lisosomales estin muy bien
caracterizadas y son las catepsinas B, H y L. Las secuencias de aminodcidos de
las catepsinas B y H son altamente homélogas con la secuencia de la papaina,
con lo que se deduce que las proteinasas de cisteina de las plantas y de los

mamiferos han evolucionado a partir de un ancestro comiin,

1.2.3.2 Familia de las Calpafnas

Las calpainas forman otra familia dentro de las proteinasas de cistefna y son
énzimas intracelulares de alto peso molecular; se encuentran principalmente en
la fraccién citoplismica, sin embargo, también existen asociadas a las
membranas.
Las calpafnas son proteinasas fie cisteina dependientes de calcio y estin
ampliamente distribufdas en las células de los animales tanto de vertebrados
como de invertebrados. En las calpafnas, el segmento responsable de la actividad
proteolitica de la molécula tiene residuos Cys e His y es muy similar al de la
papafna, |

Existen otras proteinasas de cistefna que se encuentran en bacterias pero que
son muy diferentes de la papaina en estructura y aun no se tiene la seguridad de
qﬁe tengan el mismo origen evolutivo, En la tabla Il se pdeden observar las
proteinasas de cistefna de las dos familias mencionadas anteriormente, asf como

las proteinasas de cistefna que no pertenecen a dichas familias.

1,2.4 Proteinasas de Aspdrtico

Las proteinasas de asprtico son endopeptidasas que tienen un pH 4cido como
6ptimo ya que su actividad catalftica depende de la existencia en 1a molécula de
dos grupos carboxilo. Estos grupos son, en los organismos superiores, un par de
residuos de cido aspértico, Asp32 y Asp215 (en la numeracién de la pepsina)

que se encuentran en dos seémentos polipéptidicos muy similares. Los dos
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grupos carboxilo esthn lo suficientemente cercanos el uno del otro como para
compartir un puente de hidrégeno entre dos de sus oxfgenos. Las proteinasas de
aspirtico al igual que las metaloproteinasas, no forman un intermediario
covalente entre la enzima y el sustrato y actuan eficientemente en los enlaces
peptidicos que se forman entre dos aminoécidos hidrofébicos voluminosos como
es el caso de Leu-Tyr, Tyr-Leu, Phe-Phe, y Phe-Tyr (Barret,1966). Estas
proteinasas se encuentran en todos los grupos de organismos eucariéticos pero
son escasas en las bacterias. Originalmente se pensaba que este grupo estaba
restringido a los organismos eucariéticos, sin embargo, Scytalidium, Pseudomonas
y Xanthomonas son ejemplos de bacterias en los que se han encontrado umBién
estas enzimas, (

'De todas las proteinasas de aspértico la mis estudiada ha sido la pepsina,
que es una proteinasa que acttia en la digestién y se localiza en el estémago de

los animales superiores. En general, estas proteinasas de aspértico son secretadas

~ como precursores inactivos que posteriormente son convertidos a enzimas

activas por protedlisis de una extensién N-terminal de la cadena polipeptidica
(tablaIV). '
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TABLA III*

Clase catalftica

_ |Cistefna -

FAMILIA (Miembros representativos)

PAPAINA. Papalna, actinidina, quimiopapafna,endopepti-
dasas Il y IV de papaya, ficina, aleurina, calotropina, -
endopeptidasas de cisteinade tomate, frijol de soya,
Trypanosoma, Schistosoma, Dictyostelium y catepsinas B, H,
LyS. :

CALPAINA. Endopeptidasas e cistefna de Streptococcus,
clostripaina, :

FAMILIA NO DEFINIDA. Endopeptidasas de picornavirus,
endopeptidasas de virus de polio, de virus de la encefalo-
miocarditis, calcivirus de felinos y virus similares de
plantas,

TABLAIV*

Clase catalftica

FAMILIA (miembros representativos)

Aspértico

PEPSINA: Gastricina,quimosina,renina, catepsinas D y E,
penicilopepsina rhizopuspepsina, endothiapepsina,
aspergillopepsinas.

FAMILIA NO DEFINIDA. Proteasa B Scytalidium
Endopeptidasa del HIV, endopeptidasas del virus
de la leucemia, endopeptidasa del virus del sarcoma
de Rous, endopeptidasa del retrovirus de simio,

termopsina.

» Barret y Rawlings, 1991.
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1.2.5 Metaloproteinasas
El grupo de las metaloproteinasas se considera muy antiguo desde el punto
de vista evolutivo y estd ampliamente distribufdo en bacterias, estreptomicetes,

~ hongos y organismos superiores. La metaloproteinasa mejor caracterizada es una

termolisina de Bacillus thermoproteolyticus. Su sitio activo posee un dtomo de zinc
unido a dos cadenas laterales de His y una de un Glu. En general, las
metaloproteinasas son enzimas hidroliticas que al igual que las proteinasas de
aspirtico no forman un intermediario covalente. En su forma natural tienen

“como metal catalfticamente activo al zinc, aunque algunos otros metales de

transicién pueden sustituirlo; muestran una actividad méxima a pH 7 y algunas,
como la termolisina, no son enzimas estrictamente selectivas, sin embargo, otras

metaloproteinasas sf requieren un sustrato espectfico (tabla V).

TABLA V*
Clase catalitica FAMILIA (miembros representativos)
Metaloproteinasas TERMOLISINA. Bacilolisina, elastasa de

Pseudomonas,colagenasa intersiticial, colagenasa de
neutréfilos,gelatinasas A y B, metaloendopeptidasa
de Serratia, proteasas A y B de Erwinia.

FAMILIA NO DEFINIDA. Metaloendopeptidasas
del veneno de serpiente, metaloendopeptidasa de
membrana, proteasa D de levadura, metalopeptidasa
IgA-especfica, astacina, colagenasas microbianas,
insulinasa, endopeptidasa Pi, metalopeptidasas
-Liticas.

*Barret y Rawlings, 1991.
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1.3 Familias Evolutivas de las Proteinasas

Aunque las clasificacién expuesta es la reconocida hasta ahora, es necesario
mencionar que recientemente se propuso una nueva clasificacién de las
proteinasas que considera sus relaciones evolutivas a partir de las secuencias
polipeptidicas (Rawlings, 1993.).

Debido a que se conoce la secuencia polipeptidica de més de 600 peptidasas,
el andlisis y comparacién de las mismas ha permitido inferir sus relaciones

evolutivas, En esta clasificacién se reconocen clases o tipos de peptidasas que

se distinguen por los grupos quimicos responsables de la cathlisis (lo cual

recuerda la clasificacion por clases catalfticas), Pero por otro lado, se reconocen

dentro del término familia a aquellas proteinas que muestran relaciones

~ evolutivas en el alineamiento y comparacién de las secuencias, ya sea en toda la

secuencia o por lo menos en l1a regién responsable de la actividad catalftica.
Aquellas familias con indicios de relaciones evolutivas pero que carecen de
similitudes en la secuencia estadfsticamente significativas, se colocan en grupos
denominados clanes. _ :

En la clasificacién evolutiva se reconocen cinco clases de peptidasas: de
serina, cisteina, aspértico, metalopeptidasas y aquellas con un mecanismo _

catalitico desconocido.

Dentro de las peptidasas de serina se han propuesto 22 familias (S1, S2, S3,.....

§22). Solamente mencionaremos que la familia S1 es la familia de la
quimiotripsina y la S8 es la de la subtilisina. La familia S1 incluye a tres
proteinasas utilizadas en este trabajo: tripsina, quimiotripsina y elastasa

. pancreética. La principal caracterfstica de esta familia es que todos sus miembros

presentan la triada catalitica formada por His, Asp y Ser. Algunas familias de




16

esta clase catalftica presentan una estructura tridimensional muy semejante a la
familia S1, por lo que se les ha agrupado en un clan. '

Las peptidasas de cistefna agrupan 14 familias dentro de las que se
encuentran la familia de la papaina (C1) y la de las calpainas (C2). En C1 se
enéuentra otra proteinasa de importancia en este trabajo, la papaina. Las
peptidasas  de aspértico solo incluyen dos familias Al y A2 y las
metélopeptidasas induyen 25 familias, ya que las estruct\u'as‘_ .de las
~ metaloproteinasas son excepcionalmente diversas. Por otro lado, el grupo que
incluye a las peptidasas de mecanismo catalftico desconocido ests formadb por
21 familias. |

Este método de clasificacién basado en relaciones estructurales y evolutivas
de las peptidasas, aunque no es muy utilizado ain es muy preciso. Una
caracterfsitica muy importante es que, aunque hace una agrupacién mis
. exhaustiva de las peptidasas, es totalmente compatible con el sistema de
clasificacién por clases cataliticas por lo que debe ser tomado en cuenta para

utilizarse como una extensién de esta clasificacién.
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14 " Proteinasas de Serina: Caracteristicas Generales y Mecanismo de
Accién

Las proteinasas de serina han sido estudiadas desde el punto de vista
cinético asf como estructural y por medio de cristalograffa de rayos X, resonancia
magnética nuclear y mutagénesis dirigida. A partir de estos andlisis se ha
podido dilucidar tanto su estructura tridimensional como su mecanismo de
accion. ' ‘

En la seccién 122 se menciona que existen dos familias de proteinasas de
serina; en el presente trabajo se utilizaron tres proteinasas de serina que
pertenecen a la familia de la quimiotripsina (Ver tabla II). Cada una posee
caracterfsticas particulares que se tratardn posteriormente, sin embargo, todas
" ellas actuan con un mecanismo comin y comparten caracterfsticas que se

describirdn a continuacién,
1.4.1 Hidrélisis de enlaces peptidicos por las proteinasas de serina.

El mecanismo general por el cual las proteinasas de serina cortan los enlaces
peptidicos dentro de un polipéptido y producen péptidos liberados se puede

resumir en dos pasos:

1) Foﬁnaéién del complejo enzima-sustrato cuando un carbono del sustrato
forma un enlace covalente con el grupo hidroxilo del residuo de Ser del sitio
catalftico de la enzima. Se forma entonces un estado de transicién intermedio
donde los enlaces del carbono poseen una geometrfa tetrahédrica. Por medio de

dicho estado de transicién se forma un intermediario acilo. (Fig. 1). A este paso
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se le conoce también como acilacion y se libera un producto peptidico, el otro
péptido se mantiene unido al intermediario acilo de la enzima.

2) El siguiente paso, también conocido como desacilacién, consiste en que el
intermediario acil-enzima es hidrolizado por una molécula de agua, de manera

que se libera el segundo péptido con un extremo carboxilo y se regenera el

grupo hidroxilo de la serina, El residuo His de la triada catalftica es capaz de
aceptar un prot6n durante la formacién del estado de transicion tetrahédrico. El
residuo Asp de la misma trfada perminece cargado negativamente y estabiliza a

laHis cargada positivamente durante el estado de transicién (Kraut, 1988)

1.4.2 Caracteristicas Generales

Para poder llevar a cabo este mecanismo las proteinasas de serina tienen
ciertas caracterfsticas estructurales en comin que permiten que su mecanismo de
a}cdén catalftica sea lo mds eficiente posible, Dentro de estas caracterfsticas
. comunes se encuentra la existencia de una trfada catalftica formada por los
aminoécidos His, Asp y Ser. Estos tres residuos se encuentran alejados en la
secuencia de aminodcidos de la cadena polipéptidica, sin embargo, en la
estructura tridimensional de la molécula se encuentran muy cercanos y forman
el sitio activo. La serina de la trfada catalftica integra, a través de su grupo
hidroxilo, el complejo ES por medio de un enlace covalente con un carbono,
llamado C1 del sustrato. El residuo de His es capaz de aceptar un protén del
gfupo OH de la serina reactiva, de manera que la formacién del estado de
transicién tetrahédrico se ve facilitado y el Asp qué permanece con carga
negativa estabiliza la forma protonada de la His.  Otra estructura propia de
estas proteinasas es la presencia de un compartimento o espacio llamado

"agujero oxianién", en el cual se encuentran grupos que son capaces de formar
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puentes de hidrégeno con el dtomo de oxigeno unido al carbono en el estado de
transicién,

Poseen también una cadena principal que une al sustrato de una manera no
especifica, es decir, los dtomos de la cadena principal de los sustratos
polipeptidicos se unen a la enzima de una manera no especifica formando

puentes de hidrégeno con los 4tomos de la cadena principal de una regién en asa
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Figura 1 (a) Formacién del intermediario acil-enzima que incluye un grupo OHde la Ser dela
trfada catalitica. (b) desacllacién del intermediario. El residuo His puede aceplar un protén
" durante la formacidn del estado de transicidn. (Tomado de Branden y Tooze, 1991).
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- de la enzima (Branden,1991). Esta unién no especifica contribuye también a la

estabilizacion del estado de transicién (Kraut, 1988., Warshel,y col., 1989)

Dentro de la estructura tridimensional de la enzima existe un compartimento
hidrof6bico en el que son orientadas las cadenas que hidroliza la enzima y que
se conoce como "bolsa de especificidad”, por lo que algunas de las proteinasas de
serina muestran una gran especificidad por un sustrato determinado.

Enla figura2se pueden observar las estructuras éxpliudu en esta seccion.
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Figura 2. Modelo del estado de transicidn tetrahédrico donde se muestran las cuatro
caracterfsticas esenciales de las proteinasas de serina:triada catalitica, agujero oxianién, bolsa de

especificidad y la cadena principal que une sustrato de una manera no especifica. (Tomado de

Branden y Tooze, 1991)
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1.4.3 Aspectos Evolutivos de las Proteinasas de Serina

Las proteinasas de serina presentan relaciones evolutivas muy interesantes
como son los casos de convergencia y divergencia evolutiva que se pueden
deducr a partir de la observacién de cada una de ellas y sus respectivas
caracterfsticas.

Los miembros de la familia de la Quimiotripsina poseen secuencias de
aminodcidos similares, en especial la tripsina, la quimiotripsina y la elastasa
pancre&tiéa. Estas tres enzimas son consideradas como un caso de divergencia
evolutiva en el cual las caracteristicas comunes provienen de una proteinasa
ancestral a partir de la cual divergieron todas las proteinasas de serina de esta
familia. Déntro del grupo de las proteinasas de serina se puede observar
también un caso de convergencia evolutiva repreéentado por la subtilisina y la
quimiotripsina:

La subtilisina tiene, al igual que los miembros de la familia de la

quimiotripsina, una secuencia de aminodcidos conservada en el sitio catalftico,

- de manera que existe una trfada catalftica formada por Asp32, His64 y Ser221 ,

que aunque ocupan diferentes posiciones en relacién a la quimiotripsina
muestran una disposicién en la estructura terciaria muy similar. Sin embargo,
tanto la secuencia de aminoicidos de la molécula como la estructura
tridimensional de la subtilisina son absolutamente diferentes a las proteinasas de
la familia de Ja quimiotripsina. '

La subtilisina no estd relacionada evolutivamente con la familia de la
quimiotripsina, sin embargo, a partir del andlisis de la estructura tridimensional
se sabe que los residuos que participan en la trfada catalitica de la subtilisina, el
agujero oxianién y el sitio de unién a sustrato se encuentran en la misma
posicién que en la quimiotripsina. Es asf, que a partir de ancestros no

relacionados se puede observar que ambas enzimas tienen la misma relacién
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estructural para lograr el mismo mecanismo catalftico, con lo que se representa
un caso muy claro de convergencia evolutiva a nivel molecular, ya que se obtuvo
una misma solucién por procesos evolutivos paralelos e independientes
(Rawlings y Barret, 1993; Branden y Tooze,1991; Neurath,1984)

L5 Caracteristicas particulares de tres proteinasas de serina _

En el presente trabajo se utilizaron tres proteinasas de serina: Tripsina,
quimiotripsina y elastasa pancredtica, Las tres pertenecen a la misma familia, '
por lo tanto tienen un ancestro comin y comparten todas las caracteristicas
generales explicadas anteriormente.

Estas tres proteinasas son enzimas digestivas, cerca de un 40% de la secuencis
de aminodcidos es idéntica y en los residuos que se encuentran localizados
internamente en la molécula la identidad alcanza un 60 %. La estructura
tridimensional es muy similar para las tres. Son secretadas por el péncreas como
precursores inactivos que son activados por el corte de un enlace peptidico.

A pesar de esta similitud estructural y de mecanismo, estas tres enzimas
difieren marcadamente en la especificidad por el sustrato, de tal manera que las
caracterfsticas de cada una de ellas asf como su especificidad serén explicadas a

continuacién.

- 151 QUIMIOTRIPSINA

La quimiotripsina se sintetiza como un precursor inactivo y de una sola.
cadena llamado quimniotripsinégeno en las células B del pancreas. La fouﬁa
activa se obtiene por corte de un enlace peptidico del quimiotripsinégeno y
ocurre - en el intestino delgado. La quimiotripsina es una proteinasa con una
masa molecular de 25 kDa que estd formada por tres cadenas polipeptidicas
unidas por dos puentes disulfuro intercadena (Barret y Mc Donald, 1980) Posee
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algunas regiones P plegadas antiparalelas y una pequefia a-hélice, Qodot los

grupos cargados se encuentran en la superficie dela molécula, excepto por los
tres residuos que participan en la catdlisis.

La fundén de la quimiotripsina es catalizar 1a hidrélisis de proteinas en el
intestino delgado donde selecciona preferentemente los enlaces peptidicos del
extremo carboxilo de las cadenas aromdticas como en Tyr, Trp y Phe, asf como
de residuos hidrof6bicos largos como la Met. Es por eso que la quimiotripsina
tiene a los residuos Gly 216 y 226 asf como la Ser 189 en el compartimento de
especificidad ‘(Fig.S)(Branden y Tooze, 1991; Blow,1976)

1.5.2 TRIPSINA

Al igual que la quimiotripsina, la tripsina se sintetiza como un precursor
inactivo, el tripsinégeno, por las células § del pancreas de mamifero y se activa
en ¢l intestino delgado. Tiene una masa molecular de 23.5 kDa y posee una
-~ gran especificidad por cortar los enlaces Arg-X o Lys-X.

En el compartimento de especificidad la tripsina tiene un residuo de Asp en
lugar de la Ser presente en la quimiotripsina, y posee también dos residuos de
Gly. El Asp en dicho compartimento es capaz de formar un fuerte enlace
electrostético con un extremo cargado positivamente como es el caso de la Lys o

la Arg. (Barret y McDonald; 1980, Branden y Tooze, 1991)

153 ELASTASA

La elastasa pancreética se encuentra en el intestino delgado y se prbdpce por
la accién de la tripsina sobre la proelastasa, que es el precursor inactivo y que
también es secretado por las células B del pincreas de mamfero. Es una sola
cadena polipeptidica con una masa molecular de 259 kDa cuya funcién es
solubilizar a la elastina e hidrolizar enlaces en cadenas polipeptidicas, asf como
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en ésteres y amidas sintéticos. En la elastasa, el compartimento de especificidad
tiene caracterfsticas particulares, como es que los dos residuos de Gly, que se
encuentran en la quimiotripsina y la tripsina, estén sustituidos en la elastasa por
los residuos de Val y Thr que por ser muy voluminosos ocupan casi todo el
compartimento con grupos hidrofdbicos. Consecuentemente, la elastasa no es
| capaz de cortar residuos adyacentes a cadenas largas o cargadas, pero puede
cortar aquellos residuos unidos a cadenas pequefias y no wsadu(Fls 3) (Barret
y McDonald; 1980, Brandeny Tooze, 1991)




" Gly 216
Gly 226
Ser 189 - Asp 189 ELAST
LASTASA
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Figura 3 Esquemas de la bolsa de especifiidad para quimiotripisina, tripsina y elastasa
pancredtica donde se muestra [a especifiidad por una: cadena lateral en los sustratos
- polipeptidicos. La quimlotripsina prefiere caderas aroméiticas y la tripsina cadenss cargadas
positivamente. En la elastasa, ¢! compartimento esté bloqueado por dos residuos voluminosos

Por lo que es especifica para cadenas pequelas y Ro cargadas.
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L6 Proteinasas de Cistelna: Caracteristicas Genenles
y Mecanismo de Accién.

La caracterizacién de los sitios de unién, los sitios cataliticos y la geometrfa
de los estados de transicién de las proteinasas de cistefna se ha obtenido por
resultados derivados del uso de inhibidores para estas proteinasas. De tal
manera que los efectos producidos por dichos inhibidores sobre preparaciones
celulares intactas o bien in vivo sugieren que las proteinasas de cisteina

- funcionan en una gran variedad de procesos biologicos que incluyen la

diferenciacion celular, la invasién celular asf como el procesamiento post-
ribosomal. También participan en la conversién de protefnas, enfermedades
relacionadas con la incapacidad de dicho proceso, infecciones bacterianas y
virales, asf como distrofia muscular, entre otras (Polgér,1989; Barret y Rawlings,
1991). Estas proteinasas se encuentran tanto en bacterias como en
mic;ooréanismos eucariticos, plantas y animales y en su mayorfa se
encuentran en la familia de la papafna. (Tabla I)

Las proteinasas de cistefna clasifican dentro de las proteinasas tioladas ya que

se inactivan al usar reactivos bloqueadores de grupos tiol y se activan al usar

 reactivos que regeneran a este grupo. Como la Cys es el dnico aminodcido que

tiene un grupo tiol se observé que este grupo es esencial para la actividad
proteolftica de la papafna y que se encuentra en la Cys 25, por lo que por
analogfa con las proteinasas de Ser las enzimas se denominaron proteinasas de
Cys.

La papaina, que es el representante principal de este grupo, tiene un sitio de
especificidad muy extenso que a su vez posee 5 o 7 subsitios. El subsitio
dominante es el S que en realidad es un compartimento hidrofébico que une
eficientemente a la Phe (Barret, 1986). Otros miembros de la misma familia.
tienden a retener dichas caracteristicas pero con algunas variaciones, por




ejemplo, 1a Catepsina B acepta ! residuo Phe en S, sin embargo, es también
capaz de unir un residuo Arg.

1.6.1 Mecanismo de accién de las proteinasas de cisteina

El sitio activo de las proteinasas de cistefna esté formado por un grupo
dsteln-nﬁlfhidrﬂ catalfticamente activo en la Cys 25 (segin numeracién de la
papaina) y un grupo histidin-imidazol en la His 159. ,

El mecanismo catalftico de las proteinasas de cistefna es muy semejante al de
las proteinasas de serina, ya que en ambos se lleva a cabo la formacién de un
intermediario tetrahédrico, s6lo que en las proteinasas de cisteina el ataque
nucleofflico ocurre pbr parté del oxfgeno del tiolato de la cistefna sobre un dtomo
de carbono del,gmpo carbonilo del sustrato. El residuo de His actua como base
formando un puente con el protén del grupo tiolato que estd libre.
Posteriormente el intermediario tetrahédrico se rompe por la transferencia del
protén (capturado por el imidazol), al grupo amino del sustrato que se convierte |
al protonarse en un grupo saliente y la cistefna se acila. El siguiente jmo, que
es la desacilacién, utiliza al agua y aumenta la nucleofilicidad con la ayuda del
grupo imidazol. (Ostoa-Saloma, 1991.)

1.6.2 Caracteristicas particulares dela Papaina

La papaina es una enzima proteolftica que se obtiene del létex de un arbol
tropical, (Carica papays). La molécula de papaina se encuentra formada por una
cadena polipeptidica de 212 aminoécidos, posee tres puentes disulfuro entre las
Cys 22-63, 56-95 y 23-350, asf como un residuo Cys libre involucrado en la
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catdlisis. La masa molecular determinada para la molécula de papaina es de
23330 Ds. ' ‘

L7 Métodos pars medis protedlisis

Dusante el desarrolio de este trabajo se realizaron mediciones de actividad
proteolftica por dos métodos diferentes pero existe una gran diversidad de
métodos y’de sustratos para medir proteSlisis.
~ Algunos ensayos para medir proteélisis son los que utilizan protetnas
(pr.e_le'rentemente desnaturalizadas) como sustrato. Estas se incuban con
enzimas bajo condiciones definidas y el ensayo consiste en medir los péptidos
liberados (Ostoa-Saloma, 1991; Bond y Beynon,1989). A partir de este tipo de
ensayos se desarrollaron - derivados cromogénicos de protefinas como la
azocasefna 0 la azoalbiimina que poseen un grupo aromético unido por un

puente diazo a la molécula proteica. De esta manera, los péptidos liberados por
la protedlisis se pueden medir por la presencia de color con un colorimetro o |
espectrofotémetro.  (Ostoa-Saloma, 1991).Otro tipo de sustratos para medir -
protedlisis son radioactivos y se utilizan cuando la concentracién de enzima es
muy baja y se requiere de una gran sensibilidad. .

Por otro lado, en los métodos de fase.sélida se inmoviliza el sustrato o la
enzima. Dentro de este tipo de ensayos existen algunos en los que la actividad
proteolitica se determina de manera directa en un gel de élec;roforesis. Otros
ensayos de este tipo son los zimogramas, en los cuales se detecta actividad de
una muestra separada previamente por electroforesis sobre otro gel que
‘generalmente es de gelatina copolimerizada con acrilamida y que se utiliza como
sustrato. El gel con gelatina es superpuesto con el gel donde se corri6 la muesira
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y se tifie con azul de Coomassie y cuando se destifie se observan zonas

ransparentes, qué son las zonas de protedlisis.

Los métodos fluorométricos para medir protedlisis son también muy dtiles,
en ellos se utilizan sustratos sintéticos que contienen un enlace peptidico que
generalmente es muy especifico para alguna proteinasa. Por lo tanto es
necesario conocer las caracteristicas del sustrato asf como las propiedddes

catalfticas de las enzimas que se van a ensayar. Uno de los fluoréforos muy
- comunmente usados es la 7-amino-4-metilcumarina, que unida a otra molécula

por medio de un enlace peptidico sirve para cuantificar proteélisis.
En este trabajo se utilizaron dos de los métodos descritos, el primero fue
usando azocasefna como sustrato y el segundo fue un método fluorométrico en

el que utiliz6 el sustrato Na-benzoil-L-Arginin-7-amido-4-metilcumarina, con un

enlace peptidico especifico para tripsina y papatna. Al liberarse la 7-amino-4-

~ metilcumarina por hidrélisis del enlace peptidico es posible medir la protedlisis

por aumento de la fluorescencia (Fig. 4) (Kanaoka y col, 1977).
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Figura 4, Estructura del sustrato fluorogénico Na-benzoll-L-Arginin-7-amido-4-metilcumarina,
El corte de un eniace peptidico libera una molécula de 7-amino-4-metilcumarina que actua
como fluordfare. , -
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18 Las proteinasas en los omnhnu eucariéticos y hpndoulnanch de
mm«wmmmmmm '

Uno de los aspectos mis imporunm en el estudio de las proteinasas es la
comprensién de las funciones que realizan en los oumllmoo eucariéticos.
Existen varias razones que hacen relevante este aspecto, una de ellas es que
- muchas especies de microorganismos como Nmmpm crassa, Aspergtllus nidulans
y Tetrahymna pyriformis entre otros se han utilizado como un modelo sencillo
 para llegar a comprender los fundamentos de los procesos fisiolégicos y del
desarrollo. El estudiar los procesos proteoliticos llevados a cabo por especies de
este tipo permite conocer funciones celulares como la digestion y la degradacién
de protefnas. '

Por otro lado, el proceso 'patogénico de muchos microorganismos |
euéariélicos incluye a las proteinasas en procesos como la penetracién al
hospedero, la neutralizacién de los mecanismos de defensa del mismo, asf como
la nutricién del microorganismo durante la infeccién (North, 1982a). El estudio
de los mecanismos proteoliticos, asf como las caucterizacidn de las proteinasas
involucradas, permite una comprensién de la patogénesis y un posible control
sobre ésta. Desde otro punto de vista, 1a actividad proteolftica también tiene
~ importancia industrial en procesos de fermentacién, preparacién de alimentos,
etc. . .

Todo lo anterior explica el creciente interés por el estudio de las proteinasas
de organismos eucari6ticos; de hecho, desde 1973 se pueden encontrar en la
literatura reportes de la actividad proteolitica en m4s de 150 géneros de hongos,
protoctistas y mamfferos. (Barret y Mc Donald, 1960; North, 1982a). |

Muchas de las observaciones sobre el papel de las proteinasas en los
organismos eucarifticos se realizan por medio del andlisis in vitro de sus
propiedades. Los métodos utilizados para estudiar a actividad préteolltica in
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vivo incluyen el uso de inhibidores, el aislamiento de mutantes, asf comd la
correlacién de la actividad proteolftica con una actividad biolégica particular.
Este tipo de estudios ha provisto de informacién sobre el papel de las
proteinasas en los organismos eucariéticos en fendmenos como el procesamiento
poouaduédonal, la conversién de protefnas, la nutricién, el desarrollo y la
patogénesis. DR

- A partir de los reportes en los que se realiza una caracterizacién de las
diferentes 'proteinasas presentes en varias especies de algunos grupos de
organismos eucariontes, asf como un anélisis de las funciones que las mismas
realizan en los organismos, ha sido posible realizar una oompafn_dén de las
~ enzimas proteoliticas que se encuentran en los hongos, protoctistas, hongos

mucilaginosos y mamfferos, De este tipo de comparaciones se puede observar
que existe una predominancia de cierta clase catalftica en los diferentes grupos -
de organismos, por ejemplo, si se evalua un listado de las proteinasas que
existen en los mamiferos se puede ver claramente que hay un gran ndmero de
proteinasas de serina considerablemente mayor al mimero de proteinasas de
cistefna, de aspértico 0 metaloproteinasas. (Barret y Mc Donald, 1980).

Por otro lado, las proteinasas aisladas de las especies de los diferentes grupos
taxonémicos de los Eumycota ("hongos verdaderos”) presentan ciertas
caracterfsticas en comin. Aunque se han encontrado las cuatro clases catalfticas
de proteinasas en los hongos las ﬁfoteinasas de aspértico y serina predominan.
De todas las especies de hong;)s estudiadas una gran mayorfa produce
prote‘i‘nasas que son activas a pH icido y una gran proporcién de éstas muestra
propiedades de las proteinasas de aspartico. La mayorfa de las proteinasas
presentan masas moleculares entre 30000 y 45000 y sus pl se encuentran por
debajo de 5.1. Tienen una amplia especificidad, sin embargo, prefieren enlaces.
peptidicos localizados entre dos residucs voluminosos. Por otro lado, las
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proteinasas fcidas de los hongos han mostrado un alto grado de homologfa con

~ las proteinasas de aspértico de los mamiferos, 1o cual sugiere la existencia dg un

gen ancestral comun (Tang, 1979).

Las metaloproteasas solo estén representadas en pocos ejemplos de hongos
como Aspergillus oryzae y A. sojae . Tienen una masa molecular entre 19000 y
20000 Da y presentan actividad a un pH éptimo de 5 a 6. Las proteinasas de
serina, en cambio, son abundantes en este grupo, utilizan pH alcalino y su masa
molecixla,r se encuentra entre 18500 a 35000 Da, aunque en la mayoria es de
25000. Las proteinasas de serina son consideradas hnportintes en los hdngos ya
que en estos organismos la capacidad de producir proteinasas alcalinas se
encuentra estrechamente relacionada con el crecimiento (Matsushima,1979.). Por
ultimo, las proteinasas de cistefna casi no se reportan en los hongos, de heého, ,
algunas especies de Microsporum asf coh\o Aspergillus oryzae son las tinicas en las
que se ha reportado la presencia de estas proteinasas.

En el caso de las especies que se encuentran dentro del grupo de los -
protoctistas, la mayor parte de los estudios realizados se refieren a pardsitos del |
hombre y animales domésticos. Esto se debe a que se considera que la proteélisis
tiene un papel primordial en la relacién hospedero-pardsito. Aumjue las
proteinasas de los protoctistas no han sido totalmente caracterizadas, se ha

“observado una alta frecuencia de proteinasas de cistefna o amibas,

esparozoarios, flagelados y dliadog. Esto se debe seguramente a que las
proteinasas de estos protoctistas se encuentran localizadas intracelularmente
(Steiger y col, 1980) - .

Si ‘bien es notable la predominancia de las proteinasas de dstdni también

- existen proteinasas acidas, como es el caso de una proteinasa de Tetrahymena que

se considera una proteinasa de aspértico, también se encuentran proteinasas de

serina en Euglena gracilis y E.tenella
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El otro grupo donde se ha observado predominancia de una clase catalftica de
proteinasas es el de los mixomicetes u hongos mucilaginosos, que son un grupo
de organismos que w considera tienen caracterfsticas tanto de hongos como de
protoctistas. En general es un grupo poco estudiado, de hecho Ia especie mis
conocida es Dictyostelium discoideum. Se sabe que en estos microorganismos las
proteinasas de cistefna son las més abundantes y que son activas al mismo pH
que en los protoctistas. Aunque en menor nimero, también se han observado
otras  proteinasas dcidas. Por otro lado, las proteinasas de serina y las
metaloproteinasas no se han encontrado en este grupo de microorganismos
(Winier y Ashworth, 1970; North, 1982b; North y Harwood, 1979).
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'OBJETIVOS

* Las proteinasas participan en una gran cantidad de procesos celulares tales
como la digestién, la formacién de moléculas biolgicamente activas, el
procesamiento de protefnas y otros qﬁe se han mencionado en la introduccién de
este trabajo. Muy interesante es el hecho de la predominancia de cierta clase
catalftica en los diferentes grupos de organismos, lo cual abre las siguientes
preguntas: ja qué se debe dicha predominanacia?, ;de qué depende que los
organismos utilicen m4s un tipo de proteinasas que otro? jporqué no utilizan las
proteinasas de las diferentes clases catalfticas de manera indiferente?, y sobre
todo ;qué beneficios adaptativos obtienen estos grupos al utilizar
discriminadamente estas clases catallticas? , :

A partir de estas preguntas decidimos realizaf un modelo experimental que
pudiera ;esolverhé, estableciendo los siguientes objetivos: |

1. Investigar si una combinacién de proteinasas de la misma clase catalftica
libera una mayor cantidad de péptidos que una combinacién de proteinasas de

diferente clase catalftica.

2. Investigar si las condiciones que necesitan las proteinasas son un factor
limitante para la actividad proteolftica de mezclas de protéinaus de lamismay
diferente clase catalftica.

3. Encontrar un amortiguador que tenga condiciones tales, que dos proteinasas
de diferente clase catalftica presenten una actividad proteolltica semejante..

4. Investigar si la actividad proteolltica se incrementa en mezclas de proteinasas
que utilizan las mismas condiciones y en las Que ademis existe competencia por

el sustrato.
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Capitulo . MATERIALES Y METODOS

IL1 Preparacién de Azocaseina

Para los ensayos de actividad proteolftica utilizamos azocasefna como
sustrato, la cual fue preparada de acuerdo al protocolo descrito por Starkey,P.M.
(1977). - o '

Se prepar6 una solucién disolviendo 50 gr de caseina comercial (Hoffmann-

Pinther & Basworth, S.A.) en 1 litro de tetraborato de sodio 50 mM con agitacién -

por una noche. Se ajusté el pH a 9 con NaOH IN y el material insoluble se
eliminé por centrifugacién. Posteriormente se prepar6 una segunda solucién

disolviendo 5 gr de &cido sulfanflico en 200 ml de agua y agregando 12 ml de

NaOH 5N. Se afiadieron 2.2 gr de NaNO; y 18 ml de HCI 5M agitando durante

exactamente 2 minutos y se mezclé inmediatamente con la primera solucién,

agitdndose durante toda la noche a 4 °C.

Para purificar la azocasefna se agregé un amortiguador de fosfato de sodio-
écido férmico 5SM pH 3 con agitacién constante midiendo el pH hasta un valor
de 4. En este punto toda la azocaseina se precipité. El precipitado se colectd por

 centrifugacion y se resuspendié en un volumen minimo de Tris-HCl 2M pH 9.
Por ultimo se dializé contra agua durante tres dfas. La protefna dializada se
liofiliz6 durante 24 hrs. |

11.1.1 Determinacién de la concentracién de proteina.

Para comparar los lotes de azocase{na preparados a lo largo de este trabajo se
determiné la concentraci6n de proteina por el método de Bradford
(Bradford,1976; Spector, 1978) se utilizd como estindar de concentracién

-
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albdmina de suero de bovino, en un ntervalo de concentraciones de 1 10 g de

1112 Determinacién de unidades de asocaseina.

Para normalizar los lotes de azocasefna utilizados a lo largo de este trabajo se
determinaron las unidades de azocasefna como sigue: una vez dializada la
azocaseina se disolvid en NaOH 1M en una concentracion al 6 % p/v y se ajustd
el pH a 7.5. Se hicieron varias diluciones y se determind la absorbencia a 366
nm. E! valor se multiplicé por el factor de dilucién de la solucién y este valor se
comparé con el de los demds lotes de azocasefna. - ‘

11.2 Ensayos de actividad proteolitica con azocaseina como sustrato,
* La determinacién de la actividad proteolftica de cada una de las proteinasas
utilizadas en este trabajo se realiz6 con azocaseina como sustrato (Starkey, 1977)

y de acuerdo al ensayo descrito para endopeptidasas con sustratos azoprotefcol -
- (Gautam y col. 1989). Este ensayo se utilizaron proteinasas de serina y de

cistelna separadas y en combinacién. :

Se prepar6 una solucién de azocaseina 20 mg/ml en un amortiguador de
Tris-HC1 0.1 M pH 8. En tubo para microfuga de 1.5 ml se colocaron 250 W de
esta soluciéh a 25 °C. Posteriormente se agregaron 150 u! de la proteinasa a una
concentracién conocida y se incubaron a 25° C durante 15 minutos. La reacddn
se detuvo afiadiendo 1.2 m! de 4cido tricloroacético al ’10%(v/v) y se dej6 en
hielo para precipitarla durante 15 minutos. Se centrifugé a 8000 X g (Microfuga
Beckman modelo 11) durante 2 minutos y se transfireron ' 12 | ml de
sobrenadante a un tubo de ensayo conteniendo 1.4 ml de NaOH IM. La
absorbencia se determind contra un blanco compuesto de la solucién de
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~ azocaseina, écido tricloroacético, y NaOH a 440 nn en un espectrofotdmetro

(Ultrospec IT LKB Biochrom modelo 4050).

| 11.2.1 Ensayos de actividad proteolitica para tres proteinasas de serina: enssyos

con una sola proteinasa de serina.

La tripsina, quimiotripsina y elastasa fueron obtenidas comercialmente
(SIGMA .Chemical Company. St. Louis Missouri) y provienen de péncreas de
bovino.Para estas tres proteinasas se prepararon soluciones a una concentracién
iniclal de 1 mg/ml en un amortiguador de Tris-HC1 0.1 M pH 8 y a partir de
ésta se hicieron diluciones. Los ensayos iniciales se hicieron para cada una de
estas tres proteinasas por separado, se agregaron 150 ul de solucién con 2.3,
4.68, 937, 18.75, 37.5, 75y 150 ug de enzima y se determind la absorbencia a
440 nm, ‘

11.2.2 Ensayos de combinacién de dos proteinasas de serina.

Para los ensayos en que se mezclaron dos proteinasas se realizaron las
combinaciones  tripsina-quimiotripsina, tripsina-elastasa ‘y quimiotripsina-
elastasa'y se eligieron aquellas concentraciones de cada una de las proteinasas en

las cuales el valor de la densidad éptica fuera semejante y que perteneciera a

- una regién de la curva correspondiente (ver resultados) en la cual, el aumento

en microgramos de enzima fuera directamente proporcional al aumento en la

actividad,

De esta manera, se realizé el mismo ensayo de actividad descrito, al mezclar
simult4neamente 75 pl de la solucién, que contenfan respectivamente el 50 % de
microgramos de cada una de las enzimas y se hicieron dos controles para cada
proteinasa: el control 1 contenia el 30 % de microgramos de la enzima y el
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control 2 con el 100% de microgramos de la misma enzima pura. En la tabla VI
se muestran las cantidades de cada enzima afiadidos en este ensayo.

ll”huw&mﬁhadhdcuupmmum

Antes de mezclar las tres proteinasas de serina s realizaron ensayos con |

tripsina y quiuddtﬁpstm mezcléndolas con 15, 30 minutos y 1 héra de
anticipacién. Se observé que no habla un efecto negativo sobre la actividad

proteouﬁéa, y se comprobé que las dos enzimas no se digerfan mutuamente (no -

se muestran los resultados).
Por lo tanto se procedié a mezclar las concentraciones correspondientes de
tripsina y quimiotripsina y se agregaron al sustrato 75 ul de esta solucién con 75

ul de la concentracién correspondiente de elastasa pancredtica. Los controles 1

. para cada enzima en este caso representan el 33.3% de cantidad de enzima de los

controles 2 que corresponden al 100% dela concentracién. ( tabla VII).

11.2.4 Ensayos de actividad proteolftica pah una proteinasa de cisteina.

El ensayo descrito en la seccién I1.1.2 fue utilizado para medir la actividad
proteolitica ‘de ‘la papafna. Esta proteﬁu fue obtenida comercialmente
(SIGMA.Chemical Company. St. Louis Missourl). Las condiciones para llevar a
cabo este ensayo fueron: se disolvié la azocaseina a una concentracién de 20
mg/ml en un amortiguador Tris-HC 0.1 M pH 8, cisteina 0.01M y EDTA 0.002
M. Se prepar6 una solucién inicial de papaina 1 mg/ml en este mismo
amortiguador y a partir de esta se hicieron diluciones. En este primer ensayo se
determiné la curva de actividad para la al papaina agregar 150 ul de solucién
con 9.37, 18.75, 37.5, 75 y 150 ug de enzima, posteriormente se determiné la
absorbencia a 440 run.
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25 Enssyos de actividad proteoiftica pars la mbhpcldn de dos
proteinasas de diferente clase catalitica, '

* Para los ensayos con tripsina y papaina se eligi6, de acuerdo con la curva de
actividad de cada una, una concentracién de enzima en ol que ambas enzimas
‘tuvieran un valor de densidad 6ptica semejante. Este valor corresponde a una
regién de la curva en la cual el aumento en la concentracién de enzima es
directamente prbpordoml al aumento en la actividad proteolitica. Las
condiciones utilizadas tanto para la solucién de azocasefna como para la solucién
de cada una de las enzimas en este ensayo fueron:Tris-HCl 0.1 M pH 8, cisteina
0.01 M y EDTA 0.002 M. Los microgramos de cada enzima seleccionados para
hacer la mezcla de las dos proteinasas ie encuentran en la tabla V1. Et control c1
representa el 50 % de microgramos de cada enzima y el control c2 representa el
100 %. La combinacién de tripsina y papaina se realizé mezclando los
microgramos de enzima correspondientes a los réspectivos controles c1.
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Tabla VI. Cantidad de enzima para los ensayos de combinacién de dos

Proteinasa control 1 50% (c1) | control 2 100% (c2
TRIPSINA 4.68 ug 937 g
QUIMIOTRIPSINA | 937ug 1875 ug
ELASTASA 375 pg - 75.00 pg
PAPAINA 9.37 ug 18.75 ug

Tabla VII. Cantidad de enzima para los ensayos de combinacién de tres
proteinasas. '

Proteinasa control 133.3% (cl) control 2100% (c2).
- [TRIPSINA 3128 9378

QUIMIOTRIPSINA 6.25 ug 1875 ug

ELASTASA 25.00u% 75.00g

IL3 Determinacién de un amortiguador éptimo para dos proteinasas de
diferente clase catalitica. _

Antes de buscar las condiciones ideales para ambas proteinasas se hicieron
dos ensayos para saber de qué manera la actividad de uipohﬁ.se vela afectada
por el amortiguador utilizado en el énsaye de combinacién de proteinasas de
diferente clase ca talitica; '

El primer ensayo consistié en medir la actividad proteolftica para tripsina en
el amortiguador Tris-HC1 0.1 M pH 8, tanto para la solucién de azocasefna como
para la enzima, El segundo ensayo consistié en cambiar el amortiguador a Tris-
HC10.1 M pHS, cistefna 0.01 My EDTA 0.002 M, que es el utilizado en el ensayo

de combinacién de tripsina y papaina. La soluciones de tripsina utilizadas para.

obtener las curvas de actividad se hicieron con 4.68, 9.37 y 18.75 ug de enzima.




“ .

Para determinar las condiciones en las cuales ambas proteinasas (tripsina y
papaina) tuvieran una actividad semejante, se utilizé como base el amortiguador
papaina (Tris-HC1 0.1 M pH 8, cistefna 0.01 M y'EDV'l'A 0.002 M). El criterio
para elegir este amortiguador es queﬂ'la papaina no presenta ninguna actividad
en ausencia de EDTA y cisteina. (Ia cisteina provee de grupos SH reducidos sin
los cuales la papafna no presenta actividad y EDTA actua como quelante de
caldo y otros metales que pueden inhibir la actividad de cisteina) pot loqueno -
podhmos utilizar como base el amortiguador utilizado para tripsina.
Tomando esto en cuenta, se procedi6é a variar la concentracién de cisteina
manteniendo constante la cdncemudon de EDTA y viceversa. Los
amortiguadores probados, con sus mpecﬁvh concentraciones de cistefna y de
EDTA se muestran en la tabla VIII. | B .
Se determiné la actividad proteolitica en cndl uno de estos amortiguadores
de acuerdo al ensayo descrito para papaina y tripsina tanto en sus controles cl
como c2 y en la mezcla simultdnea de las dos enzimas. El criterio para elegir al
amortiguador fue que en presencia de éste, ambas enzimas .mom'iun una

" actividad proteolftica semejante.
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Tabla Vill. Amortiguadores probados para medir la actividad proteolftica de
tripsina y papaina separadas y en combinacién. El amortiguador base es el
ndmero 1, que tiene Tris. HCl 0.1 M, EDTA 2 mM y cistefna 10 mM. Se
muestran las variaciones efectuadas en la concentracién de EDTA o de cistefna.

o Cisteina (mM) EDTA (mM)
Amortiguador ‘

1 10 2

2 5 2

3 1 2

4 10 1

5 1 0.1

6 0.000025 ' 0.001

7 0.00005 0.001

8 0.0001 0.001

9 0.0002 ' 0.001

10 0.02% 1

11 0.05 1

12 0.1 1

13 0.2 1
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14 Medicién de la actividad de tripsine y papaina con un susisato
fluacogénico. ' -

Los siguientes ensayos se realizaron utilizando un sustrato fluorogénico, el N -
a-benzoil-L-Asgininin-7-amido-4-metilcumarina (Bz-L-Asg-MCA), ¢l cual tene ‘
un enlace peptidico especifico para tripsina y papaina que al ser hidrolizado
libera un producto fluorescente. Se utilizd dicho sustrato pm' obtener
parimetros cinéticos de la tripsina y la papaina segin el prococolo descrito por
Kanaoka y col,, (1977).

Ensayos para tripsina ,

En el caso de la tripsina se utilizaron concentraciones de sustrato
comprendidas en un intervalo de 0.01 a 1 mM en un amortiguador Tris-HC1 50 :
mM pH 8 conteniendo 20 mM de CaCly y 1% (v/v) de dimetilsulféxido
(DMSO).  Se agregaron 75 ul de tripsina 0.2 mg/ml a 25 microlitros de la
solucién de sustrato en una celda de cuarzo con capacidad de 150 miciolitros &
25 °C. En un fluorémetro (SLM Instruments,Inc. modelo 4800) se midi6 la

emisién de la muestra a 440 nm utilizando una luz de 380 nm para la excitacién.

Ensayos para papaina

Se utilizaron concentraciones de sustfato enire 009 - 9 mM en un
amortiguador 50 mM de Tris-HCl pH 7.5, conteniendo SmM de cistefna, 2 mM
de EDTA y 1% (v/v) de DMSO. Como en el emayb anterior, a 25 ul de la
solucién de sustrato se le agregaron 75 pl de papatm 0.2 mg/m, yse midié - la
emision a 440 nm (excitacién 380 nm).
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IL.5 Ensayos de actividad pars tripsina y papaina en las condiciones éptimas y
con Bz-L-Arg-MCA.

El mismo sustrato fluorogénico fue utilizado para obtener los parémetros
cinéticos para la tripsina y la papaina en el mejor amortiguador para tripsina y
papaina descrito en la seccion I13. Para el ensayo con tripsina las
concentraciones de sustrato utilizadas se encontraban entre 0.0!-; mM disuelto
en el amortiguador Tris-HCl 0.IM pH 8, cisteina 50 uM, BDTA‘l mMy 1%

- (v/v) de DMSO. A 25 ul de esta solucién contenida en una celda de 150 pl de

capacidad se le anadieron 75 ! de tripsina 0.2 mg/ml. Se midié el lncrerﬁ.ento en
la fluorescencia en un fluorémetro a 380 nm de excitacién y 440 nm de emisién.
Para la ﬁapalm las concentraciones de sustrato utilizadas se encontraban
entre 0.09 y 9 mM siguiendo el mismo ensayo descrito y bajo In‘ n\,ismas
condiciones. Una vez encontradas las condiciones "6ptimas" para el enuyb, se
procedié a medir la actividad en la mezcla de tripsina y papaina utilizando el
sustrato Bz-MCA. . Se siguié el mismo método y se utilizaron las mismas
condiciones, las concentraciones de sustrato utillzq;iao estuvieron dentro de un
intervalo de 0.09 2 9 mM y se afadieron 375 ! de cada enzima a una

concentracién de 0.2 mg/ml simultdneamente.

116 Tratamiento de los datos

Para todos los ensayos fluorimétricos realizados en este lnba)o se ﬂgulé el
tratamiento de los datos , que consistié en lo siguiente: '
En las curvas obtenidas en el graficador del fluorémetro se upmenhn unidades
relativas de fluorescencia contra tiempo. Estas unidades fueron transformadas a
nanomolas de producto obtenido, utilizando aquellos puntos de la curva en los-
cuales todo el sustrato habla sido consumido. A partir de la regién inicial de
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cada una de las curvas se traz6 una pendiente con la cual se calculé la velocidad
en nanomolas de producto/seg/mg de enzima, ,

Posteriormente estos datos de velocdidad fueron graficados contra
coneenmdbh de sustrato y sus valores se ingresaron a una hoja de datos del
programa de célculos de cinética enzimética "Grafit” de "Windows"Versién 3.0.
En esie programa, a partir de la ecuacién de Michaelis-Menten se obtuvieron los
pardmetros de Km, Kcat, Kcat/Km y Vimix.




Capitulo lil. RESULTADOS

11 Actividad proteolitica de tres proteinasas de serina: Digestion de asocaseina
por tripsing, quimiotripsina y elastasa.

Con el fin de verificar si la actividad proteolitica de una mezcla de dos o tres
proteinasas de la misma clase catalitica es mayor que la cantidad equivalente de una
sola enzima, lo primero que se realizd fueron ensayos para determinar la actividad
proteolitica de cada una de las tres proteinasas de serina elegidas en forma aislada. Esto -
se hizo para tener tres curvas de actividad que permitieran elegir la concentracion de
cada una de las enzimas que se utilizarfan en las combinaciones posteriores. B

Los ensayos para la determinacién de actividad proteolitica de cada una de estas
énzimas se realizaron con azocaseina como sustrato, de acuerdo al ensayo para
endopeptidasas con sustratos azoproteicos descrito en la metodologia. Se realizaron
ensayos para tripsina, quimiotripsina y elastasa pancretica y se determind la actividad
proteolftica por absorbencia a 440 nm a diferentes concentraciones de enzima. La figura

5 muestra estos resultados,

IIL11 Digestion de azocaseina por tripsina-quimiotripsina, tripsina-elastasa y
quimiotripsina-elastasa, separadas y en combinacién, -

Con el fin de c'onﬁrmar si las combinaciones de proteinasas de la misma clase
catalftica son més eficlentes en la degradacién de sustrato que la combinacién de dos
 proteinasas de diferente clase, se decidio realizar inicialmente, ensayos para medir la
actividad proteolfticade la combinacién de dos proteinasas de serina, para lo éual se
elegieron aquellas concentraciones de enzima que presentaran una actividad scme)inte :
a las otras dos proteinasas y que éstas se encontraran en una regidn de la curva de
actividad proteolftica en la cual el aumento en la actividad fuera directamente
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proporcional al aumento de la concentracién de la enzima. Las combinaciones probadas
fueron: tripsina-quimiotripsina, tripsina-elastasa y quimiotripsina-elastasa, En la figura

6A se observan los resultados obtenidos para la combinacién tripsina-quimiotripsina.
Las columnas con la letra T muestran los controles para tripsina y las columnas con la
letra Q los controles correspondientes a quimiotripsina, La columna T-Q es el resultado .

~de la combinacién simultdnea de ambas enzimas. La figura 6B muestra los resutados

del mismo tipo de ensayo pero para la combinacién tripsina (T) y elastasa (E); por otro
lado, los resultados del ensayo para quimiotripsina (Q) y elastasa (E) se observan en la
figura 6C.

Los resultados de estos ensayos de actividad proteolitica con dos enzimas de la
misma clase catalftica, muestran que la cantidad de péptidos liberados por cualquier
combinacién de dos proteinasas es siempre mayor que la cantidad liberada por una

sola enzima.

IL1.2 Digestién de azocaseina por tripsina-quimiotripsinas-elastasa, separadas y en

combinacién.

El siguiente paso para compr.obar que efectivamente la combinacién de proteinasas
es més eficiente que la actividad de una sola de eilas, fue el realizar ensayos para medir
la actividad proteolftica de la combinacién de tres proteinisas de serina. Debido a que
anteriormente se habfan realizado ensayos para determinar si la tﬁpbina y la
quimiotripsina nostraban digestién mutua y cuyos resultados fueron negativos, se
procedid a realizar los ensayos con la combinacién de las tres proteinasas, mezclando
tripsina y quimiotripsina con anticipacién y posteriormente la mezcla de las dos se

combiné simultineamente con la elastasa. La figura 7 muestra los resultados de este
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~ experimento, en la que la dltima columna (TQE) representa la actividad proteolitica
resultado de la combinacion de las tres proteinasas. :
Los controles c contienen la tercera parte de la cantidad de cada una de las
proteinasas que se encuentran en los controles c2. 1.a ditima columna muestra que la &
cantidad de péptidos liberados por la combinacién de las tres proteinasas es mayor
que la cantidad de péptidos liberados por la cantidad equivalente de una sola enzima.
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Figura 5 Digestién de azocaseina por tres proteinasas de serina. Se presentan las curvas de actividad
para tripsina, quimiotripisina y elastasa pancreftica. La densidad Sptica se midid a 440 nm.,
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Figura 6 Digestién de azocasefna por dos proteinasas de serina, separadas y en combinacién, Tripsina-
quimiotripsina (A), tripsina-clastasa (B) y quimiotripsina-elastssa (C) . Las columnas c1 son los
controles con el 50 % - de microgramos de enzima de los resultados de las columnas ¢2, La \iltima
columna de cada gréfica, muestra los resultados obienidos con la mezcla simultinea de dos enzimas.
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Figura 7., Digestion de azocaselna por tres proteinasas de serina: tripsina, quimiotripsina y elastasa. Las:

columnas c1 muestran los controles con la tercera parte de cantidad de enzima de las columnas c2. La
columna TQE indica 1a actividad proteolitica de la combinacién de las tres prodeinasas.
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.2 Actividad proteolitica de una proteinasa de cistetna: Digestidn de azocasetna ,g 3
pot papaina. _

"En esta seccion se presenta la curva de actividad para la papaina, estos
experimentos fueron realizados usando el mismo ensayo que para las proteinasas de
serina pero con el amortiguador Tris-HC1 0.1 M, cisteina 0.01 M y EDTA 0.002 M que es
el que se utiliza ‘pau esta proteinasa. Se midi6 la densldad 6ptica a 440 nm contra la
concentracién en microgramos de papafna. La figura 8 presenta la curva de actividad
obtenida. - ‘

IIL3 Actividad proteolitica resultado de la combinacién de dos proteinasas de '
diferente clase catalftlca.

En la figura 9 se observan los resulﬁdos de actividad proteo“tica para la
combinacién de dos proteinasas de diferente clase catalitica (tripsina y papafna) con
sus respectivos controles. El amortiguador utilizado para estos ensayos fue Tris-HCI 0.1 ‘
M, cistefna 0,01 M y EDTA 0.002 My un pH de 8.

Como se puede observar, la protedlisis del sustrato por la combinacién de papaina y

 tripsina no es més eficiente que la obtenida por la cantidad equivalente de papafna, y
, sobre todo, es muy notable que la actividad de tripsina se encuentra muy afectada. Tal i
. y como se propuso al prinbipio de este trabajo, con estos resultados se puede observar

que el factor limitante para que la combinacién de dos proteinasas de diferente clase

catalitica sea eficiente es que las condiciones correspondientes & cada enzima son
distintas, de manera que las condiciones que son necesarias para la actividad ptima de
una de ellas pueden no favorecer e incluso afectar Ia actividad de la otra enzima. Para
apoyar este argumento se muestran los resultados de la figura 10 en la cual se cbservan
las curvas de actividad para tripsina en el amortiguador Tris-HCl 0.1 M pHB8 y con el
amortiguador Tris-HC10.1 M, cistefna 0.01 M, EDTA 0.002 M pH8.
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Figura 8. Curva de actividad para papafna con azocasefna como susirato. Se midié la densidad ptica a
440 nim para diferentes concentraciones de papaina,
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Figura 9. Digestién de azocasefna por dos proteinasas de diferente clase catalitica. Los controles ¢3 para
tripsina (T) y papafna (P) representan el 50% de concentracion de enzima de los controles c2. La
columna TP representa la combinacion de las dos proleinasas,




. =0~ amortiguador 4
. =8~ amortigador 2
LI L L TR LS AN A LA L B
0 o086 -
o 5 4
04 F -
4
4 - L
0
02 -
n
m - -
0 rd e bt g tad e b bl
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Microgramos de tripsina

Figura 10 Digestién de azocasefna por tripsina en dos amortiguadores distintos. El amortiguador 1 es
Tris-HC10.1 M pH 8, El amortiguador 2 es Tris-HC1 0.1M, cisteina 0.01M y EDTA 0.002M..




4 Determinacién de un amortiguador éptimo pars dos proteinasas de diferente
clase catalitica. '

Como se puede observar, 1a actividad de la tripsina en el amortiguador para papaina
es muy baja; entonces se pensé que el que la combinacion de las proteinasas no fuera
més eficlente se debfa a que el amortiguador usado en el ensayo no favorecia la
actividad de 1a tripsina. Se decidié encontrar un amortiguador en el que ambas
enzimas funcionaran eficientemente o por lo menos, la actividad de la tripsina
aumentara sin afectar demasiado la actividad de papaina.  Los ensayos siguientes se
realizaron para cumplir dicho objetivo: se prepararon diferentes amortiguadores a
partif del amortiguador base para papaina (Tris-HCl 0.1 M, cistefna 0.01 M y EDTA
0.002M) y se vari6 la concentracién de cisteina y de EDTA (Tabla VIII). En estos
ensayos se vi6 que el factor determinante en la actividad de la papaina es ia
concentracién de cistefna y que la variacion en concentracién de EDTA no le afecta
significativamente. Para la tripsina, el efecto es muy evidente cuando se aumenta la
‘concentracién de cistefnaya que disminuye su actividlad. Con EDTA a bajas
concentraciones la actividad de tripsina disminuye muy poco. Por lo anterior, se
procedi6 a mantener fija la concentracién de EDTA y continuar variando la
concentracién de cistefna, En la figura 11 se representa el porcentaje de la actividad de
la tripsina y la papafna contra la molaridad de la cistefna cuando se mantiene flja la
concentracién de EDTA. En la figura 12 se muestran cuatro grificas representativas de
' todos los amortiguadores probados, con ia concentracién fija de EDTA(1 mM)y la -
“concentracién variable de cisteina a 25 uM, 50 uM,100 uM y 200 uM. ‘

En estas representaciones es posible observar que con el amortiguador que posee EDTA
1 mM y cistefna 50 uM se obtiene una actividad muy lcmcjln(e parj latripsinayla




papaina , y que en la figura 11 corresponde precisamente a los puntos més cercanos en
el porcentaje de actividad de ambas enzimas. Dicho amortiguador fue elegido para los
expcﬂmntot posteriores como un amortiguador "ideal”, en el cual ambas enzimas
. presentan actividades semejantes.
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Figura. 11  Cambios en el porcentaje de actividad de tripsina y papaina dependientes de la
concentracién molar de cistefna. La concentracién de EDTA es fija 1mM) . Los puntos mis cercanos
representan el amortiguador més cercano al que se buscaba, en el que la tripsina y la papaina poseen el
porcentaje de actividad més parecido.
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| Figura 12, Se muestra la actividad proteolitica de tripsina y papaina en 4 amortiguadores representativos en
. los que se mantuvo fija la concentracion de EDTA (1 mM) y la concentracion de cisteina se varid. A, 25 pM

de cisteina B, 50 yM C,
y cistefna 50 uM.

100 1M D. 200 M. E! mejor amortiguador es por lo tanto el que posee EDTA 1 mM




HLS Ensayos de actividad para tripsina y papaina con Bz-L-Arg-MCA,

De acuerdo con los resultados presentados hasta este punto, las diferencias en las

condiciones éptimas que requieren las enzimas evitan que la combinacién de proteinasas -

de diferente clase catalitica pueda ser m4s eficiente que la combinacién de proteinasas de la
misma clase catalftica. Bs necesario hacer una observacién : las proteinasas de serina
utilizadas en este trabajo, adem4s de que requieren las mismas condiciones, hidrolizan
difer‘enteékenlaces peptidicos, lo cual ayuda a que su combinacién se traduzca en una
mayor eficiencia proteolitica. Se pensé entonces, que aunque las proteinasas tuvieran las
mismas condiciones, si compitieran por un tnico sitio de corte no se tendrfa por resultado
una mayor eficiencia proteolitica. Para verificar esta suposicion se realizé una buisqueda
de sustratos sintéticos comerciales que tuvieran un vnico sitio de corte para dos proteinasas
de serina. No se encontré un sustrato con estas caracteristicas pero sf uno con un vinico sitio
de corte para dos proteinasas de diferente clase catalftica, la tripsina y la papaina. Sin
embargo, se habfan encontrado condiciones en las cuales estas dos enzimas justamente, se
comportaban de manera semejante, por lo que se procedi6 a utilizar este sustrato para
ensayos con tripsina y papafna en el amortiguador en el que ambas mostraban actividad
semejante. En primer lugar se intentarcn reproducir los resultados publicados por
Kanaoka y colaboradores. En la tabla IX se muestran los resultados obténidos €N nuestros
ensayos utilizando el sustrato Bz-L-Arg-MCA bajo 1as condiciones reportadas por estos
autores y se comparan con los resultados obtenidos por los mismos.

Se puede observar en estos resultados que la Km para tripsina obtenida por nosotros es
muy parécida a la reportada por Kanaoka, sin embargo, los parémetros para papafna no
son_ asf, ya que la Km es casi nueve veces menor, sin embargo, lo consideramos un
resultado signlficativo para la reproduccién de nuestros datos ya que los valores no

cambian de orden de magnitud.




Tabla IX. Parémetros cinéticos para tripsina y papaina utilizando Bz-L-Arg-MCA bajo las
condiciones reportadas por Kanaoka y col. (1977a). Se presentan los parémetros

reportados por estos autores asf como los obtenidos en el laboratorio

Enzima Km(mM) | Kcat(sec) | Kcat/Km (M Taec D) | V mix
Tripsina ot 042 3800 no reportado
Kanaoka y col.)
Papafna 0.92 053 580 no reportado
(Kanaoka y col.)
Km(mM) | Kcat(secT) [Kcat/Km (mM Tsec'T)| Vmdx (nmoles/sec/mg)

Enzima : -
Tripsina 0.1006 38.377 381.148 0.5755

- | laboratorio) '
Papaina 0.1481 12,6782 85.60 0.190

(laboratorio)
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15,1, Medicién de la actividad para tripsina y papaina, sepanadas y en combinacién
con ¢l amortiguador Tris-HCl 0.1 M, cisteina 50 uM y EDTA 1 mM con ¢l
sustrato Ba-L-Arg-MCA.

En esta seccién de resultados se presentan los pardmetros cinéticos obtenidos en los
~ ensayos en los cuales se utilizé el amortiguador Tris-HC1 0.1 M cisteina 50 uM y EDTA 1

mM con el sustrato fluorogénico Bz-L-Arg-MCA . Ya que bajo estas condiciones las dos

~enzimas, muestran una actividad semejante (por lo menos con azocasefna como sustrato),

utilizamos dichas condiciones considerdndolas estAndar para ambd enzimas, y utilizando
el sustrato fluorogénico medimos los parémetros cinéticos para tripsina, papaina y la

- mezcla simulténea de las dos enzimas. En la tabla X se muestran los pardmetros cinéticos

obtenidos para cada enzima por separado y la mezcla de ambas.Se puede observar que si

bien la afinidad de la tripsina (Km 0.04 mM) aumenta en comparacién con las condiciones -

anteriores (Km 0.1mM), la de papatna es menor. Por otro lado, aunque la afinidad por el
sustrato de tripsina es mayor (Km 0.04¢ mM) que la de papaina (Km 04341 mM), la
velocidad de &ipsina es menor (0.1709nmolas/sec/mg) que la velocidad de papaina
(0.8358 nmolas/sec/mg). En el caso de la combinacién de las dos enzimas los resultados
fueron curiosamente que los valores de Km, 1a Kcat y las V mix obtenidas son valores
muy cercanos al promedio de la suma de los valores de cada una de las enzimas por
separado. Aunque estos resultados no eran precisamente los esperados (ver discusién)
inicialmente nos permitiéron pensar que al haber competencia por el sustrato por parte de
las dos enzimas, la mayor afinidad de la tripsina es compensada por la mayor velocidad de
la papaina, aunque ésta tenga menor afinidad por el sustrato. Con estos resultados
podemos decir que ambas enzimas tienen una probabilidad semejante de actuar sobre el
enlace peptidico susceptible de corte al compensarse 1a alta afinidad de la tripsina con su

menor velocidad y la baja afinidad dela papatna con su maybr velocidad,




Tabla X ‘Pulmeu'os cindticos para (ripsina, papalna y tripsina-papafna con el
amortiguador 6ptimo y el sustrato fluorogénico Be-L-Arg-MCA. ~ ‘

" [Enzima Km(mM) | Keat(sec 1) | Kcat/7Km (mM Toec -T) | Veniix
' [ (nmolas/sec/mg) |
~ [ipsina 0.0439 11,39 259.53 0.1709 :
_  Papaina 0.4341 55.7228 128.36 0.8358
i Tripsina-papaina | 0.200 44.58 222.67 0.6687

kK

|

i

1
i




CapltuloIV. DISCUSION

La importancia de las proteinasas en los procesos celulares es muy variada,
se ha mencionado la cantidad de procesos en los que participan, como digestién,
corte de lpéptidos sefal, formacibn de moléculas bioldgicamente activas,
herramientas para la secuenciacién de protefnas, aislamiento de dominios de
‘ptoteﬁ\as complejas, penetracién al tejido del hospedero y el proceso patogénico
en general, entre otras.

* Comprender los mecanismos de accién de las proteinasas, la especificidad

por el sustrato y las condiciones que favorecen la actividad proteolitica, puede

ayudamos a tener una aproximacién de los fendmenos in vivo en los que

“ participan las proteinasas. Dentro de la gran variedad de procesos en los que
~ participan las proteinasas, es interesante el hecho de que ciertas clases catalfticas

de proteinasas predominen en ciertos grupos de organismos.. Las preguntas

“obligadas son ;a qué se debe dicha predominancia?, },qué ventajas adaptativas

obtienen los organismos al utilizar proteinasas de la misma clase catalitica?

La hipétesis inicial fue que las proteinasas de la misma clase catalitica
utilizan las mismas o semejantes condiciones para llevar a cabo la actividad de
manera eficiente, y que por lo tanto, en un tipo de organismos se presentan
ciertas condiciones que favorecen la actividad de cierta clase catalftica de
proteinasas. Es as{ que la mezcla de proteinasas de la ﬂsma clase catalftica
deberfa ser més eficiente que la combinacién de prouinauﬁ de diferente clase ya
que, en este Gltimo caso, las condiciones que favorecen la acﬁvidad de una clase
catalftica pueden ser inhibitorias paralaotra.

A partir de los resultados en los que se mezclaron dos y tres proteinasas de la
misma clase catalitica (serina), se pudo observar que la cantidad de péptidos
liberados por la combinacién de dos y tres enzimas fue siempre mayor que la




cantidad liberada por dos y tres veces respectivamente las enzimas purass. Por
otro lado, la combinacién de proteinasas de diferente clase catalitica siempre fue
muy deficiente. En este punto, fue posible concluir que las condiciones que
requieren las proteinasas para llevar a cabo su actividad son determinantes en
que la combimdéﬁ de las proteinasas de la misma clase catalitica sea mis
eficiente que la combinacién de proteinasas de diferente clase. De esta forma, se
sabe que las condiciones que favorecen la actividad de las proteinasas de serina
no lo son para las de cistefna. Por ello fue necesario encontrar un amortiguador

en el cual la concentracién de cisteina y EDTA fuera tal que se obtuviera una

actividad proteolftica semejante para dos proteinasas de diferente clase catalftica, °

La actividad proteolitica por la accién concertada de dos proteasas de la

misma clase catalftica sobre el mismo sustrato existe en la naturaleza, y tal como

lo supusimos, la ventaja que obtienen los organismos es una mayor eficiencia en

la actividad proteolftica utilizando las mismas condiciones. Este es el caso de

Pseudomonas aeruginosa, un patégeno oportunista capaz de causar infecciones
mortales por neumonfas en pacientes que sufren de cincer, quemaduras, fibrosis
quistica o pacientes recién operados de alguna enfermedad respiratoria
(Morihara y col., 1965), Este patégeno provoca hemorragias en érganos internos
por destrucci6n de fibras eldsticas de arterias, diafragma, tracto gastrointestinal,

intestino y cérnea. Se caracterizaron tres metabolitos determinantes en la

infeccién por P aeruginosa y que son dos proteasas y una exotoxina. Los

pacientes con quemaduras carecen de una barrera anatémica por la piel
quemada, lo que permite la invasién del patSgeno a la sangre y por lo tanto la
infeccién de P aeruginosa es letal. Esto acrecenté el interés por caracterizar las
proteasas que participan. En 1965, Morihara y colaboradores Ppropusieron que
una de las proteasas era la elastasa, debido a que existia degradacién de tejido
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conectivo de paredes arteriales. Posteriormente se verificé la existencia de dicha
elastasa y de otra proteinasa a la que durante mucho tiempo se le denominé
proteinasa alcalina (Morihara y col, 1965., Kharazmi, 1991.) ‘

En 1990, Peters y Galloway purificaron. dicha proteinasa a la que
denominaron Las A y observaron Que tenfa el efecto de incrementar la actividad
elastolftica de la elastasa. La protefna Las A posee una actividad elastolitica
minima, iﬁn embargo, aumenta la actividad de la elastasa.

Galloway, en 1991, caracteriz6 dicha proteina. En ese reporte demuestra que
la elastasa de P.aeruginosa no es, 'por s sola, altamente eficiente como para
causar tales danos al tejido conectivo. De tal manera, que.la elastasa no actua
aisladamente para efectuar tan ripida y eficientemente la elastolisis severa que
se observa durante la infeccion. Caracterizando a la proteinasa Las A observé
que dicha enzima es una proteinasa tipo serina (al igual que la elastasa). Esta
proteasa Las A rompe la elastina modificando su estructura y haciéndola mis
susceptible a la accién proteolftica y permitiendo que la elastasa actue sobre una
elastina modificada para una répida y eficiente digestion proteolftica. En
presencia de elastasa, una pequefia cantidad de proteina Las A contribuye de

manera significativa a la rapida y total destruccién del tejido conectivo.

Lo mismo probablemente sucede en nuestros experimentos de combinacién
de dos y tres proteinasas de serina. Como se mencioné anteriormente, esta
combinacién resulté siempre més eficiente, sobre todo en el ¢aso de tres

proteinasas. En el caso de mezclar proteinasas de diferente clase catalftica
| nuestros resultados muestran claramente que las condiciones establecidas por el
amortigﬁador en que cada una de las enzimas realizan dptimamente su
actividad, determinan el que no haya un aumento en la actividad de la mezcla
de dos proteinasas de diferente clase catalftica. Las condiciones en las que la




papaina resliza su sctividad no son los mismas que para tripsina, y esto se

traduce en que la actividad de tripsina es disminufda. Lo mismo sucede en el
caso contrario.

En el caso de las proteinasas de serina es necesario tomar en cuenta que cada
una de estas proteinasas tiene sitios upédﬁcos de corte, que son diferentes entre
cada una de ellas. De tal manera, que si combinamos tres proteinasas para
digerir un sustrato protefco , el cortar en diferentes sitios se traduce en ir
exponiendo més enlaces peptidicos de la proteina, proporciondndole a las
enzimas una conformacién de sustrato més susceptible a 1a accién proteolftica y
por lo tanto, la eficlencia se incrementa. Suponfamos que adn bajo las mismas
condiciones para la actividad, la competencia por el sustrato no favoreceria la
actividad proteolitica, por lo que se decidi6 buscar un sustrato sintético con un
Gnico sitio de corte para dos proteinasas de la misma clase catalitica. El haber
obtenido este sustrato, hubiera sido ideal para nuestros experiinentos, sin
embargo, solo se pudo obtener un sustrato con un dnico sitio .de corte para
tripsina y papaina. Se decidié utilizar este sustrato para estas proteinasas con el
amortiguador Tris-HCI 0.1 M, cistefna 50 yM y EDTA 1 mM, suponiendo que en
bajo estas condiciones ambas enzimas presentarfan una actividad semejante de
acuerdo a nuestros resultados con digestion de azocasefna. '

Los resultados que se obtuvieron en estos experimentos para tripsina y
papafna con el sustrato sintético y en este amortiguador demostraron que la
tripsina presenta una mayor afinidad por el sustrato (10 veces mayor).que la
papaina. Sin embargo, su velocidad de hidrélisis es aproximadamente 8 veces
menor que lade la papafna.

Al hacer 1a combinacién de las dos proteinasas, los valores de Kcat y V méx
son valores que se encuentran en un promedio de los obtenidos con las enzimas
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por separado. Antes de obtener los resultados, en realidad suponiamos que la
" tripsina por tener mayor afinidad por el sustrato, dominaria sobre la mayor
velocidad de la papaina. | :

Como después de observar los resultados no ocurrid lo que se esperaba, la
primera conclusién fue que la mayor afinidad por el sustrato por parte de la
tripsina comparada con la de papaina se compensaba con la mayor velocidad de
esta dltima, y que esto explicaria la obtencién de valores promedio en la
combinacién de las dos enzimas.

Sin embargo, existe un factor muy importante, que es que los experimentos en
~ que se utiliz6 el sustrato sintético se hicieron con concentraciones saturantes de
sustrato. Si consideramos ésto, no deberia existir competencia por el sustrato
aunque haya un solo enlace peptfdico, ya que cada enzima posee un sitio
independiente para hidroliiar_.Esto nos indicaria que la ecuacién de Michaelis
que se utiliz6 para el tratamiento de los datos, aunque funciona para la papafna
~ y la tripsina por separado, no permite ver qué es lo que esth sucediendo cuando
se realiza la combinacién de las dos enzimas. |

Una alternativa muy interesante es realizar el tratamiento de los datos con

una ecuacién que calcule la velocidad para un sistema de mdltiples enzimas que
catalizan la misma reaccién. En el caso de una preparacién de este tipo, la
velocidad de la reaccién con dos enzimas, a cualquier concentracién de sustrato,
es la suma de las velocidades de cada una de las enzimas (Se;el; 1975). Sin
embargo, existe una contribucién relativa de cada enzima a la velocidad total de
la reaccién. En el caso de los datos reportados en la tabla X, se tiene un sistema
compuesto por una enzima 1 (tripsina) que tiene una Km y una Vmax diez y
ocho veces menores respectivamente que la enzima 2. Constituyendo un sistema
de tipo: Vmaxl<Vmax2; Km1<Km2. TeSricamente, a bajas concentraciones de

sustrato, la enzima con menor Km es la que contribuye a la velocidad
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observada. Una forma gréfica de observar esto, es que si se obtiene una curva de
1/v versus 1/s de los valores para la preparacién con dos enzimas, se puede ver
que a menores concentraciones de sustrato, (conforme aumenta 1/3) la curva
tiende hasta una linea recta. Con altas concentraciones de sustrato se observa una
curvatura muy cercadel eje 1/v.

Esta curva puede decomponerse en dos lineas, una que incluye aquellos

valores que forman la curvatura cerca del eje y la otra para la parte lineal a |

menores concentraciones de sustrato. A partir de esta representacion es posible
calcular graficamente los valores de Km y Vmix para cada enzima , los cuales se
comparan con los obtenidos para cada una de las enzimas por separado.

Este tipo de cdlculos no se pudieron realizar en este trabajo debido a que por
restricclones técnicas en los enuyo;' fluorométricos, (como el tiempo que se
invierte en la medicién paia cada una de las concentraciones de sustrato, as
como que el sustrato fluorogénico no puede utilizarse ¢l dia siguiente a su
preﬁaracién), carecemos de una gran cantidad de valores que nos permitirfan
comprobar lo explicado anteriormente. Por otro lado, obteniendo este tipo de
resultados podrfamos comparar los valores de cada enzima para la mezcla de
dos proteinasas y compararlos con los obtenidos por las enzimas por separado.

Esta es una perspectiva importante para este trabajo: obtener valores de

velocidad en muchas méds concentraciones de sustrato para la combinacién de

tripsina y de papaina y tratar de explicar los valores promedio que se obtuvieron

con la mezcla de ambas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se llegaron a las siguientes conclusiones, mismas que se discuten
en la seccion anterior: '

o La cantidad de péptidos liberados por la- combinacién de dos y tres
proteinasas de la misma clase catalftica fue siempre mayor que la cantidad
liberada por dos y tres veces respectivamente las enzimas puras..

o La combinacién de dos proteinasas de diferente clase catalftica resulté ser
una mezcla con muy poca actividad.

o Lascondiciones que favorecen la actividad de las proteinasas de serina no los
son para las de cistelna y viceversa. Es asf que las condiciones que requieren
las proteinasas para llevar a cabo su actividad, son determinantes en que la
combinacién de proteinasas de la misma clase catalitica sea mis eficiente que
la combinacién de protinasas de diferente clase catalitica.

» La proteinasa Las A y la elastasa de P aeruginoss constituyen un ejemplo de
que in vivo existe la accién concertada de proteinasas de la misma clase catalitica
para incrementar la actividad proteolftica que tendrfan cada una de ellas por
separado,

+ Se encontr6 un amortiguador 'enl el cual fue posible obtener
aproximadamente la misma actividad para dos proteinasas de la misma clase
catalftica.

o Utilizando Bz-L-Arg-MCA y el amortiguador anterior se observé que la
tripsina presenta 10 veces una mayor afinidad por el sustrato que la papafna.

» La velocidad de tripsina por‘ otro lado, en estas mismas condiciones es
aproximadamente ocho veces menor que la velocidad de papaina.

» Es necesario obtener més valores de velocidad a diferentes concentraciones
de sustrato en el sistema con dos enzimas, para poder utilizar la ecuacién que
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calcula la velocidad de una reacdén que incluye varias enzimas y las
transformaciones siguientes que explicarin los valores obtenidos para la
. mezcla de tripsina y papaina con Bz-L-Arg-MCA.
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