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Introducciétn 1

INTRODUCCION

El balance entre la sintesis y maduracidén de proteinas y su degradacién
es un principio celular vital para adaptar el metabolismo a los
requerimientos celulares y a las condiciones ambientales (Schimke y Doyle,
1870).

Durante muchos afios la imagen que se tenia de la regulacién del
metabolismo celular estuvo basada en el conocimiento de los mecanismos de
sintesis proteica y de la unién covalente y no covalente de ligandos a
proteinas. Resultaba dificil imaginar la protedlisis intracelular como un
elemento de control del metabolismo. Por qué una estructura tan costosa de
sintetizar como la molécula proteica podria ser degradada por la misma
célula? Sin embargo, en los ultimos afios fue puesto en evidencia que la
prote6lisis es esencial en el metabolismo de todas las células (Hilt y
Wolf, 1992).

La accién de las proteasas puede ser dividida en dos categorias: 1)
proteélisis limitada, en la cual las proteasas hidrolizan una o varias
uniones peptidicas especificas de los sustratos proteicos y 2) degradacién
completa de los sustratos a través de la hidrdlisis de la totalidad de las
uniones peptidicas. Mientras este ultimo mecanismo elimina completamente
una dada proteina regulando su concentraci6én intracelular y recicla sus
aminodcidos constituyentes hacia la maquinaria blosintética de la célula,
la prote6lisis limitada cumple variadas funciones desde la maduracién de
proteinas y péptidos para alcanzar su funci6én biolégica hasta la
modificacién e inactivacién de proteinas a fin de alterar o inactivar su
funcion biolégica (Wolf, 1992).

La vida media de las proteinas intracelulares difiere marcadamente entre
8i, indicando 1la especificidad del proceso de degradacién. Se pueden
definir tres clases de proteinas celulares segin la vida media: 1)
Proteinas de vida media larga: constituyen la mayor parte de las proteinas
celulares y son relativamente poco importantes para el control metabélico.
2) Proteinas de vida media corta: son proteinas normales de la célula con
una velocidad de recambio elevada. Dentro de este grupo se encuentran
proteinas enziméticas que participan en puntos de control del metabolismo.
3) Proteinas anormales: son degradadas a una velocldad mayor que las
proteinas de vida media corta. En este grupo se ubican proteinas que
resultan de errores en la sintesis, de una mutacién sin sentido o que son
incompletas.

Las proteasas pueden clasificarse en cuatro grupos segin las

caracteristicas del sitlio activo.
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a) Serin-proteasas: estédn caracterizadas por la presencia de un residuo
serina en su sitio activo y el mecanismo catalitico involucra la unién
covalente del sustrato al residuo serina.

Las serin-proteasas son inhibidas por diisopropil-fosfofluoridato (Dip-F)
y también por fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) o por cloro metil
cetonas (TPCK o TLCK). Estos Gltimos inhibidores no son tan especificos ya
que también inhiben a las cistein-proteasas.

b) Cistein o tiol-proteasas: estén caracterizadas por la presencia de un
residuo cisteina en el sitio activo, que participa en la formacién del
complejo covalente con el sustrato.

Son inhibidas por bajas concentraciones de p-hidroximercuribenzoato (p-
HMB) v p-cloromercuribenzoato (p-CMB), como también por agentes alquilantes
(iodoacetato, iodoacetamida y N-etil-maleimida). E1 PMSF también es capaz
de 1inhibir a 1las cistein-proteasas, pero a diferencia de las serin-
proteasas, la inhibicién puede ser revertida por ditiotreitol. Estos
reactivos no son especificos para la cisteina de sitio activo y reaccionan
con otros residuos sulfhidrilos presentes en 1la estructura proteics,
pudiendo resultar o no en la inhibicién de la actividad enzim&tica. Se
utiliza el L-trans-epoxisuccinil-leucilamido (4-guanidinio) butano,
conocido como E-64, como inhibidor especifico de sitio activo.

c) Aspartil-proteasas: también llamadas proteasas A4cidas, poseen dos
residuos de acido aspértico en el sitio activo y se cree que el mecanismo
de catdlisis es de tipo A4&cido-base mas que de formacién de un complejo
covalente enzima-sustrato. La pepstatina es el inhibidor especifico de
sitlo activo.

d) Metalo-proteasas: poseen un metal en el sitio activo como parte
integral de su estructura y probablemente actian aumentando la
nicleofilicidad de una molécula de agua y polarizando la unién peptidica
que se va a clivar, antes del atagque nucleofilico. Son inhibidas por
agentes quelantes de metales como el EDTA, el EGTA y la 1,10-fenantrolina.

Las proteasas también se clasifican en endoproteasas o en exoproteasas.
Las exoproteasas s6lo son capaces de clivar uniones peptidicas ubicadas a
uno o dos residuos de los extremos del sustrato; dependiendo sobre cual de
los extremos exhiben actividad se las define como aminopeptidasas o
carboxipeptidasas. Las endoproteasas clivan uniones peptidicas internas o
distantes de los extremos del sustrato. Sin embargo si el sustrato exhibe
en alguno de sus extremos una secuencia o un residuo que es reconocido por
la endoproteasa también puede ser clivado, es decir que la presencia de un
residuo amino o carboxi 1libre adjacente no siempre previene el ataque

endoproteolitico.
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AMINOPEPTIDASAS: CLASIFICACION, ESTRUCTURA Y FUNCION

Las aminopeptidasas catalizan la hidrélisis de aminodcidos desde el
extremo N-terminal de proteinas y péptidos, requiriendo que el residuo N-
terminal presente el a-amino no sustituido. Dado que las aminopeptidasas
861lo exhiben este requerimiento y no el reconocimiento simulténeo del
extremo C-terminal del sustrato, en sentido estricto puede considerarse a
las aminopeptidasas como proteinasas, a diferencia de las oligopeptidasas
que requieren que los extremos N-terminal y C-terminal del sustrato se
hallen a una distancia definida uno de otro (Mc Donald y Scwabe, 1977).

Las aminopeptidasas, que generalmente presentan una amplia especificidad
de sustrato, son ubicuas en todo el reino viviente. Estas enzimas han sido
reportadas tanto en organismos procariontes como eucariontes (hongos,
plantas y animales).

Las aminopeptidasas son clasificadas segin diversas caracteristicas
dependiendo del interés particular del investigador que resulta en la
definicién de clases no excluyentes (Taylor, 1993 a, b).

1) Nameros de residuos clivados del extremo N-terminal del sustrato: las
enzimas que remueven de a un aminodcido deade el extremo amino son llamadas
aminopeptidasas en sentido estricto (E.C. 3.4.11). Las dipeptidil
aminopeptidasas hidrolizan dipéptidos intactos (E.C. 3.4.14) mientras que
las tripeptidil aminopeptidasas remueven tripéptidos N-terminales.

2) Respecto a la eficiencla relativa de la actividad de hidr6lisis sobre
aminodcidos cromogénicos: La Leucina aminopeptidasa, por ejemplo, hidroliza
con mayor eficiencia el derivado cromogénico de la leucina y de otros
aminoacidos hidrofébicos, con respecto a otros aminoécidos cromogénicos que
también son hidrolizados. Se han descripto también Arginina, Metionina,
Alanina, Cisteina, Glutémico, Aspértico y Prolina aminopeptidasas. Esta
clasificacién, eminentemente préactica, no representa necesariamente la
especificidad de estas enzimas sobre los sustratos endégenos. Como se
detalla mAs extensamente en el capitulo de Resultados, raramente la
cinética de hidr6lisis de aminodcidos cromogénicos es comparable a la de
péptidos que exhiben en su extremo N-terminal el mismo residuo que el
aminodcido cromogénico.

3) Segan la localizacidén subcelular: Se ha reportado la exlstencia de
enzimas solubles, localizadas en el citoplasma o dentro de organelas como
el lisosoma (o la vacuola) y la mitocondria. También se han detectado
aminopeptidasas unidas a membrana.

4) Por la suceptibilidad a inhibidores de aminopeptidasas tales como 1la
bestatina, la amastatina y la puromicina.
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5) De acuerdo al pH al cual presentan actividad méxima: Las
aminopeptidasas se clasifican, entonces, en neutras, &cidas o alcalinas.

6) Dado que la gran mayoria de las aminopeptidasas conocidas son metalo-
enzimas, se las puede clasificar segin el metal que poseen y por los
aminodcidos o secuencias consenso implicadas en la unién del metal a la
enzima. Este podria ser el criterio més racional para establecer una
clasificacién que permita formular relaciones evolutivas o de homologias
estructurales entre las aminopeptidasas.

Rawlings y Barrett (1993), baséndose en la informacién disponible a esa
fecha de 1las secuencias aminoacidicas de proteinasas y peptidasas
conocidas, formularon una clasificacién de las mismas en familias
evolutivas. El1 primer criterio de clasificacién fue llamado tipo, y se
refiere al grupo quimico responsable de la catdlisis (serin-, cistein-,
aspartil- y metalo-enzimas). Dentro de cada tipo se definen familias que
comprenden enzimas, cada una de las cuales exhibe relacién evolutiva con al
menos uno de los otros miembros, tanto en la totalidad de la secuencia o al
menos, en la parte de la secuencia responsable de la actividad catalitica.
Un clan comprende un grupo de familias para las cuales existen indicios de
relacién evolutiva a pesar de la ausencia de similitud estadisticamente
significativa entre las secuencias. Los indicios de relacién evolutiva
entre familias surgen principalmente del ordenamiento 1lineal de los
aminodcidos del sitio catalitico y de la estructura terciaria.

Considerando las metalo-enzimas en su totalidad, sean con actividad
endoproteolitica o exoproteolitica, las estructuras que exhiben son
excepcionalmente diversas y, segin estos autores, se clasifican en 25
familias distintas. Dentro del tipo metalo-enzima se define un Gnico clan
que comprende a 13 de las 25 famillas, las cuales comparten la secuencia
consenso de unién del zinc (bxHEbbHbc; donde H es un residuo de
histidina; E es un residuo de &cido glutémico; b es un residuo no cargado;
c es un residuo hidroféfico y x es cualquier aminoécido). Aparte de esta
secuencia consenso, un residuo de Acido glutémico, distante linealmente de
la misma, también participa en la unién del zinc.

Comprendida en este clan estd la familia de la Alanina aminopeptidasa de
membrana de mamiferos. Dentro de esta familia 8e clasifican 1la
aminopeptidasa N de £Kscherichia coll, 1la Lisina aminopeptidasa de
Lactococcus sp., la aminopeptidasa II y la Alanina/Arginina aminopeptidasa
de Saccharomyces cerevisiae y la leucotrieno A4 hidrolasa humana, enzima
bifuncional que ademés de ser responsable de la conversién de leucotrieno
A4 en leucotrieno B4 posee actividad aminopeptidasa, siendo el zinc
necesario para ambas actividades. También, dentro de esta familia se halla
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el antigeno de ratén BP-1/6C3 que exhibe actividad aminopeptidésica. El
anilisis de la secuencia de nucleétidos del gen que codifica para este
antigeno revel6 que el mismo es idéntico a la aminopeptidasa A de membrana
de mamiferos. Todos los miembros de esta familia poseen un &tomo de zinc
por mondémero de enzima. Se ha postulado que el residuo de &cido glutamico
ubicado en la secuencia consenso de unién del zinc (bxHEbbHbc) no
participa en la coordinacién del metal, sino que estd involucrado en el
mecanismo de catélisis.

Existe otra familia de aminopeptidasas que exhibe 1las siguientes
caracteristicas: poseen dos Atomos de zinc por mornémero de enzima y los
residuos implicados en la unién de los &tomos metdlicos son lisina 250,
aspartico 255, aspéartico 273, aspartico 332 y glutémico 334 (los n(meros
corresponden al orden lineal de aminoacidos de la Leucina aminopeptidasa de
mamiferos, miembro prototipico de esta familia), con un ordenamiento
tridimensional tal que 1los dos &4tomos de 2zinc se hallan contiguos,
definiendo un sitio en la enzima 1llamado cocatalitico (Vallee y Auld,
1993). En esta familia también se clasifican la Leucina aminopeptidasa de
Aeromonas sp., las aminopeptidasas A de K. coli, de Salmonella thyphimurium
v Rickettsia prowasekii y las Leucina aminopeptidasas de Arabidopsis
thaliana y Solamw tuberosum.

La aminopeptidasa 1 de 5. cerevisiae define otra familia integrada
Unicamente por esta enzima de la cual se ignora cuales son los residuos
involucrados en la unién del zinc.

Otra familia esté integrada por las Metionina aminopeptidasas de K. coli,
S. Thyphimurium, Bacillus subtilis y S. cerevislae, la aminopeptidasa P de
E. coli y la X-Pro dipeptidasa humana y de K. coli. Se ignora cuales son
los aminodcidos implicados en la unién del metal.

A excepcidén de la familia de la Metionina aminopeptidasa, para alguno de
los miembros de las otras tres familias de aminopeptidasas se ha reportado
inhibicidn de la actividad enzimdtica por bestatina (R6hn, 1982; Achstetter
y col., 1983; Burley y col., 1991; Schalk y col., 1994; Tsuge y col.,
1994).

Acerca del mecanismo de catédlisis de las aminopeptidasas el conocimiento
que se posee proviene casi exclusivamente de estudios bioquimicos vy
cristalogréficos de la Leucina aminopeptidasa purificada de cristalino
bovino. Esta es una enzima hexamérica de 324 kDa de peso molecular formada
por seis subunidades idénticas de 54 kDa, cada una de las cuales posee dos
dtomos de zinc (Carpenter y Vahl, 1973) que se hallan contiguos en el
monémero (Burley y col., 1992; Vallee y Auld, 1993). Los &tomos de zinc
estén unidos a la enzima con diferente afinidad; el zinc que ocupa el sitio
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1 es féacilmente intercambiable no asi el zinc del sitio 2 que esté
fuertemente unido a la enzima.

Para designar los residuos aminoacidicos del sustrato y los respectivos
sitios de unién de la enzima, se seguird la convencién formulada por
Schechter y Berger (1967), segin la cual el residuo N-terminal y los
residuos sucesivos se designan como P1;P"1;P"2;P"3; etc.y los respectivos
sitios de unién de la enzima como S51;571;572;5°3; etc. donde el sitio de
clivaje est& entre el S1 y el §74.

Segin esta convencidn, la Leucina aminopeptidasa de cristlino bovino es
capaz de clivar cualquier L~aminodcido que se halle en la posicién Py, a
excepcién de hallarse lisina o arginina en la posicién Py o P"y, o prolina
o hidroxiprolina en la posicién P"y. El aminodcido que ocupa la posicién
P’o no parece tener mayor efecto sobre la hidr6lisis del aminodcido N-
terminal (Burley y col., 1991).

La amastatina y la bestatina (Fig. A), inhibidores competitivos de
aminopeptidasas, han sido utilizados también para el estudio de la Leucina
aminopeptidasa ya que son potentes inhibidores de la misma (Ki para
amastatina 0,2 pM; Ki para bestatina 1,3 nM). Los estudios cristalogriaficos
llevados a cabo sobre los respectivos complejos enzima-inhibidor han
aportado inferencias muy importantes sobre el mecanismo catalitico de esta
enzima (Burley y col., 1991; Burley y col., 1992; Kim y Lipscomb, 1993).

A pesar que es mucho lo que se ignora sobre el mecanismo catalitico de la
Leucina aminopeptidasa, la mayoria de los estudios realizados llevan a
suponer un mecanismo de tipo bésico para la catélisis. El clivaje de 1la
unién peptidica del aminodcido N-terminal del sustrato involucra un ataque
nucleofilico sobre el &tomo de carbono del carbonilo y un ataque
electrofilico sobre el NH de la amida de esta unién (Kim y Lipscomb, 1993).

Hay evidencias cristalograficas de la presencia de una molécula de agua
involucrada en el s8itio activo. En el modelo propuesto el ataque al
carbonilo es llevado a cabo por una molécula de agua que puede estar
activada a un estado mds nucleofilico (tipo hidréxido) por sus
interacciones con los &tomos de metal y con el residuo de &cido aspértico
255. Este residuo de dacido aspArtico estd involucrado a través de su
carboxilo en la coordinacién del &tomo de zinc del sitio 1. Podria ser que
este residuo por un cambio conformacional 1libere su carboxilo de 1la
interaccién con el metal y actie como base secuestrando un protén de la
molécula de agua. Como resultado de este ataque se forma un compuesto de
reaccién intermediario, un carbonilo tetrahédrico hidratado que posee
uniones no covalentes con la enzima. Se supone que la amastatina y 1la

bestatina se comportan como un andlogo de este compuesto intermediario, en
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su unién a la Leucina aminopeptidasa. Como se observa en la Figura A, el
carbono 2 de ambos inhibidores es tetrahédrico y 1lleva un residuo
hidroxilo.

OH 0 0
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NH - NH
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0 2
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Figura A: Arriba: Amastatina, (2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-5-metil-hexanoil-L-
valil-L-valil-L-acido aspartico. Medio: Bestatina, (2S,3R)-3-amino-2-
hidroxi-4-fenilbutanoil-L-leucina. Abajo: L-leucil-L-valina. La flecha
indica el sitio de clivaje del dipéptido. Las designaciones de los residuos
de los ligandos como Py y P’y siguen la convencién de Schechter y Berger
(1967).

Se ha propuesto alternativamente un mecanismo de catélisis anhidra, en el
cual el carbonilo escindible es directamente - atacado por un residuo
nucleofilico de 1la enzima, que resultaria en 1la formacién de un
intermediario unido covalentemente a la enzima, como es el caso de las
serin-proteasas. El andlisis cristalogréfico de la leucina aminopeptidasa
nativa o complejada con bestatina o amastatina no muestra ningin residuo
nucleofilico en el sitio activo que esté en posicién como para atacar el
carbonilo escindible del sustrato, suponiendo que el carbono 2 de ambos
inhibidores son homélogos al carbonilo escindible de un verdadero sustrato

peptidico. Asi, un mecanismo de catdlisis anhidra no parece probable para
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la Leucina aminopeptidasa debido al ordenamiento tridimensional de 1los
residuos del sitio activo.
La Figura B muestra los posibles intermediarios formados segin los dos

tipos de mecanismo de catdlisis propuestos.
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Figura B: Intermediarios de protedlisis de wuna metalo-aminopeptidasa
Arriba: Intermediario formado durante la catdlisis de tipo bésica. La base
se representa como un residuo que porta un grupo carboxilo, el cual ha
secuestrado un protén de la molécula de agua. Abajo: Intermediario formado
durante la catdlisis de tipo anhidra. E1 residuo que ataca el carbonilo
escindible se representa como un residuo que porta un grupo carboxilo. Las
uniones covalentes se representan con lineas llenas y las uniones puente
hidrégeno con lineas punteadas (tomado de Kim y Lipscomb, 1993).

Se ha observado que la Leucina aminopeptidasa libre de metal no posee
actividad enzimatica (Hanson y Frohne, 1976). Las determinaciones
cristalograficas de 1los complejos bestatina-enzima y amastatina-enzima
muestran que el amino N-terminal de ambos inhibidores estadn coordinados con
uno de los atomos de zinc, aquél que estd fuertemente unido a la enzima y
que ocupa el sitio 2. La proximidad del amino N-terminal de ambos
inhibidores al zinc del sitio 2, indican que estos residuos N-terminales se
hallan muy probablemente en su forma neutra, no protonada.

Los dos &tomos de zinc también estén involucrados en la unién con el
oxigeno del hidroxilo del carbono 2 de la bestatina y de la amastatina y
muy probablemente también con el oxigeno del carbonilo del sustrato. Se ha
postulado, a partir de la modelizacién de unién del dipéptido Leu-Val al
sitio activo de la Leucina aminopeptidasa, que el oxigeno del carbonilo
escindible, adem&s de la interaccién con los &tomos de zinc, también se
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halla dentro de la distancia de unién de puente hidrégeno al grupo
guanidinio del residuo arginina 336, segin una de las conformaciones que
este residuo puede adoptar. Por lo cual, se ha propuesto que este residuo
arginina 336 podria moverse hacia el sustrato unido para interactuar y
polarizar ain mds el carbonilo escindible y asi promover el ataque
nucleofilico sobre el carbono del carbonilo. Este rol electrofilico podria
ser compartido con el atomo de zinc del sitio 1, que también interactia con
el oxigeno del carbonilo. La presencia del residuo arginina 336 podria
eliminar el requerimiento absoluto de metal en el sitio 1 para que ocurra
la catdlisis, tal es el caso de la Leucina aminopeptidasa nativa de rifion
porcino (Van Wart y Lin, 1981). Este residuo arginina estd conservado en
las aminopeptidasas A de K. coli y de S. thyphimurium, como asi también en
la Leucina aminopeptidasa de A. thaliana, todas ellas miembros de 1la
familia de la Leucina aminopeptidasa (Rawlings y Barrett, 1993).

El intermediario tetrahédrico formado por el ataque nucleofilico del agua
lleva una carga neta negativa en el oxigeno del carbonilo y es estabilizado
a través de la interaccién con los dos Atomos de zinc y el residuo arginina
336. La descomposicién de este intermediario a sus productos estaria
facilitada por un dador de protones del sitio activo que actie sobre el
nitrégeno del residuo ubicado en la posicién P°; del sustrato, involucrado
en la unién amida a clivarse. El1 andlisis cristalogréfico de la Leucina
aminopeptidasa indica que la cadena lateral de la lisina 262 estéd en
posicién para poder efectuar un ataque electrofilico sobre ese grupo.

La Figura C muestra un representacién esquemdtica del mecanismo de
catdlisis propuesto a partir de estudios cristalograficos. Este modelo es
compatible con los estudios bioquimicos de la Leucina aminopeptidasa. Esta
enzima presenta actividad enzimitica en el rango de pH 6 a 11, exhibiendo
un méximo alrededor de pH 9 (Mc Donald. y Schwabe, 1977). A este pH el
carboxilo del Asp 255, cuyo pK, eetd alrededor de 4, estaria en su forma no
protonada, consistente con el rol de base propuesto para este residuo.
También a este pH el grupo guanidinio de la Arg 336, con un pKg de 13,
podria estar en su forma protonada, coincidiendo con el rol electrofilico
propuesto. El grupo amino de la cadena lateral del residuo Lis 262 tiene un
pK, de 10. Es probable que a pi 9 exista un equilibrio entre la forma
protonada y la forma no protonada. El estado de equilibrio de 1la
protonacion de este residuo es coherente con la funcién propuesta para el

mismo.



Figura C: Mecanismo de catédlisis de la Leucina aminopeptidasa. Las uniones
covalentes estdn representadas con 1lineas 1llenas y 1las uniones no
covalentes con lineas punteadas. Arriba: El dipéptido Leu-Val estd unido al
zinc del sitio 2 (Zn 489) a través del amino N-terminal. Una molécula de
agua unida al zinc del sitio 2 es activada a un estado més nucleofilico por
el residuo Asp 255, que actua como base. Esta molécula de agua ataca el
carbonilo del sustrato, el cual se halla polarizado por las interacciones
con el zinc del sitio 1 (Zn 488) y el residuo Arg 336. Medio: El
intermediario tetrahédrico formado se estabiliza por sus interacciones no
covalentes con los Atomos de zinc y el residuo Arg 336. La descomposicidn
de este intermediario es facilitada por la protonaci6tn del grupo amino del
residuo valina por accién de la Lis 262. Abajo: el estado de protonacién
original de los residuos del sitio activo puede ser restaurado por 1la
transferencia del protén del carboxilo del residuo Asp 255 al grupo amino
de la cadena lateral del residuo Lis 262 (tomado de Kim y Lipscomb,1993).
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El presente modelo de catdlisis fue formulado en base a estudios
realizados exclusivamente con la Leucina aminopeptidasa purificada de
cristalino de mamiferos (Kim y Lipscomb, 1993). Ciertos aspectos generales
del mismo podrian extenderse a otras metalo-aminopeptidasas, en particular
a aquellas aminopeptidasas que pertenecen a la misma familia de la Leucina
aminopeptidasa.

Si bien no se ha reportado hasta la fecha ningin estudio cristalogréfico
de alguna de las aminopeptidasas perteneciente a la familia de la Alanina
aminopeptidasa de membrana de mamiferos, que permita formular un modelo del
mecanismo de catdlisis para este importante grupo de aminopeptidasas, si se
han realizado tales estudios para algunos de los miembros de la familia de
la termolisina (metalo-endopeptidasas). Eetas dos familias pertenecen a un
mismo clan (Rawlings y Barrett, 1993); ambas familias exhiben la misma
secuencia consenso de unién de zinc: His-Glu-X-X-His y distante 18-20
aminoadcidos se encuentra otro residuo de &acido glutémico. Los estudios
cristalogréficos de la termolisina y de una proteasa neutra de Bacillus
cereus revelaron que los dos residuos histidina de la regién consenso y el
residuo de 4cido glutamico distante de la misma son los tres residuos
implicados en la coordinacién del Gnico &tomo de zinc. Una molécula de agua
completa la coordinacién del metal. Se ha postulado que el residuo de &cido
glutdmico que se encuentra en la secuencia consenso actia como una base
activando una molécula de agua a un estado mas nucleofilico (Vallee y Auld,
1990). Por lo tanto, la funcién de este residuo de Aacido glutémico es
similar a la funcién propuesta para el residuo de &cido aspArtico 255 de la
Leucina aminopeptidasa.

En coincidencia con este postulado y validando la extensién de las
conclusiones obtenidas sobre el estudio de miembros de la familia de la
termolisina a la familia de la Alanina aminopeptidasa, se observé para una
de las enzimas pertenecientes a esta familia, la leucotrieno A4 hidrolasa,
que la sustitucién por mutagénesis dirigida del residuo de &cido glutémico
de la secuencia consenso por un residuo de alanina determina que 1la
proteina mutada, que tiene unido el &tomo de zinc, carece de la actividad
aminopeptidasa que si posee la enzima no mutada (Minami y col., 1992).

Se ha reportado para varias enzimas de la familia de la Alanina
aminopeptidasa inhibicién competitiva de 1la actividad enzimética por
bestatina y amastatina (R6hm, 1982; Achstetter y col., 1983; Gros y col.,
1985; Hersch, 1985; Muskardin y col., 1994). Estos resultados, Jjunto con la
proposicién que el residuo de Aacido glutdmico de la secuencia consenso
actia como base activando una molécula de agua a un estado mas

nucleofilico, responsable del ataque sobre el carbonilo a clivarse, y que
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no se ha aislado ain ningin intermediario unido de forma covalente a alguna
de las aminopeptidasas que integran la familia de la Alanina aminopeptidasa
pueden llevar a plantear que el mecanismo de catélisis para esta familia de
metalo-aminopeptidasas es escencialmente similar al propuesto para 1la
Leucina aminopeptidasa.

Las aminopeptidasas estdn involucradas en variadas funciones. La mayoria
de las proteinas sufren la remocién del residuo iniciador metionina por
accién de la Metionina aminopeptidasa (Miller y col., 1989; Moerschell y
col., 1990; Chang y col., 1992), enzima presente en procariontes y
eucariontes. La dipeptidil aminopeptidasa A de S. cerevisiae participa en
la maduracién del factor a (Jones, 1991).

Para la mayoria de las aminopeptidasas intracelulares, citosélicas o
lisosomales, se ha propuesto la participacidén de las mismas en las etapas
finales de la degradacién proteica (Botbol y Scornick, 1991; Arbesd y col.,
1991).

Estudios 1llevados a cabo s8sobre aminopeptidasas unidas a membrana,
aisladas de rifion y de cerebro de mamiferos revelaron una importante
funcién de estas enzimas en la degradaci6én e inactivacién de distintos
péptidos biocactivos. La aminopeptidasa A, que es idéntica al antigeno de
ratén BP-1/6C3 y que cliva especificamente residuos de &cido aspartico y de
dcido glutdmico N-terminales, se ha detectado en células epitellales y
endoteliales del glomérulo y del tubulo contorneado proximal, en las
microvellosidades placentarias, en las células pre-B y en las células
epiteliales de los ductos interlobulares del péncreas. Esta enzima inactiva
la angiotensina II por remocién del residuo aspértico N-terminal. Estudios
llevados a cabo en células epiteliales del glomérulo demostraron la
induccién de esta aminopeptidasa por concentraciones fisiolégicas de
glucocorticoides a través de un mecanismo mediado por receptor (Stefanovic
y col., 1991).

La aminopeptidasa M aislada de cerebro de rata es capaz de hidrolizar in
vitro la encefalina. Dado el hecho que la distribucién tisular de esta
enzima se correlaciona estrechamente con la distribucién de receptores
opiéceos se ha propuesto que esta aminopeptidasa podria estar involucrada
en la regulacién del nivel de actividad de esta hormona (Gros y col., 1985;

Hersch, 1985).
Es interesante seflalar aqui 1la influencia particular que ejerce la
presencia de residuos prolina sobre la maduracién y degradacién de péptidos

y proteinas de accién hormonal (Mentlein, 1988).
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Los péptidos bioactivos son sintetizados generalmente como pre-pro-
péptidos. La pre-secuencia N-terminal es clivada por la peptidasa sefial en
el reticulo endoplasmatico. Otros eventos proteoliticos pueden ocurrir en
el trdnsito a través del aparato de Golgl y en las vesiculas secretortias.
Las etapas claves en el procesamiento de pro-péptidos son el clivaje
endoproteolitico sobre el lado carboxi de un par de residuos bésicos, y la
posterior remocidén de estos residuos bésicos C-terminales por accién de
carboxipeptidasas. Dependiendo del tipo particular de proceso de
maduracién, también pueden ocurrir otros eventos no proteoliticos como la
ciclizacién del residuo glutémico N-terminal, N-a-acetilacién, C-amidacién
v glicosilacién.

El precursor de la sustancia P no es clivado en el lado carboxi del par
de residuos basicos conservados (-Arg-Arg-Pro-) dada la presencia del
residuvo prolina sino que es clivado entre ambos residuos arginina,
resultando en un péptido biocactivo maduro cuya secuencia N-terminal es Arg-
Pro-. Otro ejemplo mas complejo es la conversién, en el 1l6bulo intermedio
de la pituitaria, del ACTH (1-39) (hormona tré6fica de la corteza adrenal)
en a-MSH (1-13) (hormona estimulante de melanocitos) y en CLIP (18-39)
(péptido corticotréfico del 16bulo intermedio). Estos dos fragmentos
bioactivos estan unidos por una regi6én de cuatro residuos bésicos. El
clivaje endoproteolitico ocurre entre los residuos Lis 16 y Arg 17. El
residuo Arg 17 es removido por una aminopeptidasa, no asi el Arg 18 ya que
en la posicién 19 se halla un residuo prolina. Estos ejemplos, junto a
otros, seflalan que las proteasas involucradas en la maduracién intracelular
de péptidos bioactivos normalmente son incapaces de clivar uniones X-Pro.

La existencia de proteasas con alta especificidad para uniones peptidicas
en las cuales de hallan involucrados residuos prolina, suglere que estas
enzimas podrian jugar un rol clave en la degradacién de péptidos bioactivos
maduros. Dipeptidil aminopeptidasas con especificlidad para secuencias X-Pro
serian buenos candidatos para esta funcién, dado que gran cantidad de
péptidos biocactivos poseen en su extremo N-terminal motivos X-Pro.

La dipeptidil aminopeptidasa IV hidroliza con alta eficiencia dipéptidos
X-Pro de varios péptidos bioactivos: p-casomorfina (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-
Pro-Ile); sustancia P (Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-...); polipéptido pancreético
(Ala-Pro-Leu-...); prolactina (Thr-Pro-Val-...) o subunidad a de la
gonadotrofina coriénica (Ala-Pro-Asp-...). Dado que la dipeptidil
aminopeptidasa IV se encuentra en altas concentraciones en la cara luminal
del endotelio y en rifién, hormonas peptidicas circulantes podrian ser
atacadas por esta enzima. La secuenciacién de varias hormonas como la

subunidad a de la gonadotrofina coriénica, de la foliculo estimulante, de
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la luteinizante o de la estimulante de la tiroides muestran heterogeneidad
en el extremo N-terminal, con y sin la secuencia X-Pro. Dado que esta
heterogeneidad no se produce durante el procesamiento intracelular, podria
ser debido a la accidén de la dipeptidil aminopeptidasa IV. Sin embargo, a
excepcién de la sustancia P, la remocién del dipéptido X-Pro de las otras
hormonas no determina la pérdida de actividad biolbégica. La accién de la
dipeptidil aminopeptidasa IV podria facilitar la posterior degradacidon por
otras aminopeptidasas.

Otra enzima que podria estar implicada en la degradacién de péptidos que
contienen motivos N-terminales X-Pro es la aminopeptidasa P. Esta enzima
estd unida a membrana, con una distribucién amplia en tejidos, y es capaz
de hidrolizar aminodcidos adjacentes a un residuo prolina. En el pulmén
inicia la degradacion de la bradikinina circulante, removiendo la arginina
N-terminal. El1 octapéptido generado es luego degradado por 1la
aminopeptidasa M.

Andlogamente, existen proteasas intracelulares que participan en 1la
degradacién de proteinas, que exhiben una alta especificidad para 1la
hidrélisis de uniones peptidicas en las cuales esta4n involucrados residuos
de prolina, tales como 1la dipeptidil aminopeptidasa II, 1la prolil
endopeptidasa, la prolil carboxipeptidasa, y dos dipeptidasas que
hidrolizan dipéptidos X-Pro (prolidasa) y Pro-X (prolinasa) (Mc Donald y
Schwabe, 1977; Mentlein, 1988).

Ademéds de todos estos ejemplos, que sefialan las distintas funciones que
cumplen las aminopeptidasas en el metabolismo de proteinas y péptidos, cabe
mencionarse el caso de la aminopeptidasa A de E. coli y la aminopeptidasa N
de membrana de mamiferos.

La presencia de la aminopeptidasa A es un requerimiento absoluto para la
estabilizacién de las formas multiméricas del plédsmido ColEl, que ocurre
por un proceso de recombinaci6én para dar formas monoméricas del mismo
(Stirling y col., 1989). A través de mutagénesis dirigida se obtuvo una
aminopeptidasa A carente de actividad enzimdtica pero que funcionaba
normalmente en el proceso de recombinacién (Mc Culloch y col., 1994).

La aminopeptidasa N de cerdo es el receptor celular del coronavirus TGEV
(transmissible gastroenteritis virus), que infecta especificamente cerdos.
Aunque la aminopeptidasa N humana es 80 ¥ hom6loga a la enzima de cerdo, no
puede sustituirla en su funcién de receptor del virus. A partir de los
clones de cDNA de ambas enzimas se construyeron una serie de estructuras
quiméricas entre ambos y del ensayo de la capacidad de los mismos para
conferir infectividad, se mapeé la regién de la enzima porcina responsable

de la unién con el virus. Esta regién, que contiene los epitopes de tres
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anticuerpos monoclonales anti-aminopeptidasa N porcina capaces de bloquear
el proceso de infeccién, estéd ubicada en un dominio proteico distinto al
que se encuentra el sitio catalitico de la enzima. A través de mutagénesis
dirigida se obtuvo una proteina defectiva en actividad aminopeptidésica;
las mutaciones del sitio catalitico no afectaron la permisividad para el
virus, indicando que la actividad enzimatica no estd involucrada en el
proceso de infeccién (Delmas y col., 1994).

Asimismo, se ha reportado que la aminopeptidasa N humana actda como

receptor celular del citomegalovirus humano (Soderberg y col., 1993).

PROTEASAS Y PROTEQOLISIS EN Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae ha resultado ser un excelente modelo de célula
eucarionte para el estudio de 1la protedlisis dado que es facilmente
manejable con técnicas genéticas, biloquimicas y de biologia molecular. Asi,
S. cerevisiae ha devenido en el organismo mejor esatudiado en cuanto a la
naturaleza de sus sistemas proteoliticos y sus funciones en la fisiologia
celular.

En base a ello y dado que el presente trabajo fue realizado en el
ascomicete Saccobolus platensis, se har& una revisién sobre las proteasas y

la proteblisis en S. cerevisiae.

SISTEMA SECRETOR

Las levaduras pueden existir como dos tipos de células haploides, a o a,
y ambas pueden cruzarse para dar un diploide a/a. El cruzamiento se dispara
por la accién de feromonas peptidicas, el factor a, producido por células a
y el factor a, producido por células a. Existen receptores en la superficie
celular que 8on especificos para el péptido opuesto al tipo celular y
median las respuestas celulares que se requieren para que el proceso de
cruzamiento tenga lugar. Ambos factores son sintetizados como
preproproteinas y requieren de un adecuado procesamiento para alcanzar la
forma activa (Fuller y col., 1988; Jones, 1991).

El precursor del factor a es una polipéptido de 165 aminodcidos que
presenta la siguientes caracteristicas: 1) una regién hidroféfica N-
terminal que constituye la secuencia seflal (que es removida por la
peptidasa seflal); 2) un regién hidrofilica que contlene tres sitios de N-
glicosilacién y 3) una regién C-terminal que contiene cuatro repeticlones
en tandem del factor «, separados entre si y de la regién previa por

segmentos espaciadores. Cada segmento espaciador se inicia con un par de
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residuos béasicos (Lis-Arg) seguido por dos dipéptidos de estructura
Glu/Asp-Ala. El primer procesamiento ocurre por accién de la endoproteasa
Kex 2, que cliva en el lado carboxi de el par Lis-Arg de cada segmento
espaciador. Este clivaje libera péptidos que son ligeramente més grandes
que el factor o maduro, y deben aun sufrir dos procesamientos
exoproteoliticos. El primero, por accién de la carboxipeptidasa Kex 1,
produce la remocién de los dos residuos bé&sicos carboxi-terminales, y el
segundo la remocién de los dos dipéptidos amino-terminales por accién de la
dipeptidil-aminopeptidasa A.

El factor a es un péptido de 12 aminodcidos sustituido en la Cis
carboxiterminal con un reaiduo farnesilo. Existen dos genes que codifican
para el precursos del factor a , de 36 y 38 aminodcidos ,y llevan una sola
copia del factor. Estos precursores no contienen secuencia seflal ni sitios
de glicosilacién. Ademds, son secretados en mutantes defectivas en
secrecién a temperatura restrictiva, indicando que el factor a es procesado
y exportado por una ruta secretoria distinta a la utilizada por el factor a
y otras proteinas de secrecién.

Ademas, las levaduras pueden contener en su citoplasma estructuras de ARN
doble cadena encapsidadas que codifican tanto para un polipéptido téxico
como para una funcién de imnunidad. La toxina es una estructura de dos
cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro que actiia sobre otras
células de levadura sensibles por un mecanismo de dos pasos; 1) se fija a
un receptor en la pared celular, probablemente un 1,6-p-D-glucano. 2)
subsecuentemente se une a un receptor en la membrana plasmitica y se forma
un canal que disipa el gradiente de protones transmembrana. Esta toxina
también es sintetizada como un precursor inmaduro que requiere de un
procesamiento proteolitico. El precursor es un polipéptido de 316
aminodcidos y contiene: 1) un segmento de 44 aminodcidos que sirve como
secuencia sefial (llamado &), 2) la subunidad @ de la toxina madura, 3) una
regién espaciadora de 86 aminoAdcidos (llamada y) que contiene tres sitios
de N-glicosilacién y 4) la subunidad P de la toxina madura. Aun se ignora
si la secuencia seflal es removida por la peptidasa sefial. El primer
procesamiento que sufre el precursor es el clivaje por la endoproteasa Kex
2 en dos sitios distintos: entre el extremo C-terminal de la subunidad o« y
el espaciador (Argl48-Argld49) y entre el espaciador y el extremo N-terminal
de la subunidad B (Lis232-Arg233). Se ha sugerido que el clivaje entre el
segmento lider y la subunidad a (Pro43-Argd4d4) también puede ser debido a la
endoproteasa Kex 2 dado que experimentos in vitro mostraron que es capaz de
hidrolizar péptidos sintéticos que poseen esta secuencia con una velocidad
del 50 % respecto de péptidos que poseen la secuencia Lis-Arg. El1 segundo
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procesamiento se debe a la accién de la carboxipeptidasa Kex 1, que remueve
los residuos Arg del extremo C-terminal de la subunidad «a.

Caracteristicas de las proteasas del sistema secretor:

La peptidasa sefial es una proteina integral de membrana, formada por al
menos cuatro subunidades. Se ha clonado una de las subunidades (SEC 11) y
la secuencia de aminoadcidos deducida muestra una alta homologia con una de
las subunidades de la peptidasa sefial de mamiferos (Greenburg y col.,
1989). Mutantes termosensibles de SEC 11 crecidas a la temperatura
restrictiva no son viables (Bohni y col., 1988).

La endoproteasa Kex 2 es una serin-proteasa del tipo de la subtilisina,
que cliva en el lado carboxi de un par Arg-Arg o Lis-Arg (Fuller y col.,
1989). Es una glicoproteina integral de membrana ubicada en el aparato de
Golgi, que requiere Ca2t para su actividad (Franzusoff y col, 1991). El gen
KEX 2 fue identificado por mutaciones que prevenian la produccién de la
toxina killer y causaba esterilidad en células del tipo a porque fallaba en
la produccién del factor a maduro (Leibowitz y Wickner, 1974).

La carboxipeptidasa Kex 1 es un glicoproteina integral de membrana
probablemente ubicada en el aparato de Golgi. Esta enzima, que pertenece al
grupo de 1las serin-proteasas, parece tener especificidad s86lo sobre
aminodcidos basicos (Cooper y Bussey, 1989).

La dipeptidil-aminopeptidasa A es una proteina de membrana, que presenta
una alta homologia con la dipeptidil-aminopeptidasa V vacuolar tanto en su
estructura primaria como en su topologia (Julius y col., 1983; Roberts y
col., 1989).

Ninguna de estas proteasas, a excepcién de la peptidasa seflal, son

esenclales para la viabilidad celular.

SISTEMA VACUOLAR

La vacuola fungica es a menudo descripta como una organela andloga al
lisosoma de las células de mamiferos. Comparten la caracteristica de ser
compartimientos acidicos que contienen enzimas hidroliticas. Ademés de
intervenir en la degradacién de macromoléculas, participa en el
almacenamiento de metabolitos y en la regulacién de la concentracién iénica
y del pH del citoplasma. En este sentido la vacuola fingica tiene muchas
similitudes con la vacuola de las plantas (Klionsky y col., 1990).

Aparte de las enzimas que constituyen el sistema proteolitico, otras
hidrolasas se hallan presentes en la vacuola: trehalasa y RNAsa solubles;
a-manosidasa, fosfatasa alcalina y ATPasa unidas a membrana.

El sistema proteolitico vacuolar esta constituido por dos endopeptidasas,

proteinasa A y proteinasa B, y cinco exopeptidasas, carboxipeptidasa Y,
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carboxipeptidasa S, aminopeptidasa I, aminopeptidasa Co (6 Y) y dipeptidil-
aminopeptidasa V, siendo esta Gltima la Unica asociada a la membrana.

La proteinasa A, que pertenece a la clase de las aspartil-proteasas, es
una glicoproteina de 42 kDa, que sufre tres clivajes postraduccionales
hasta alcanzar la forma madura. La primera es la remocién del péptido sefial
de 22 aminodcidos. La segunda es la rzmocién de un fragmento N-terminal de
47 aminodcidos durante el pasaje de Golgi a vacuola. Este proceso es
autocatalitico, ya que se observé acumulacién de la forma inmadura cuando
se estudié el procesamiento de una mutante que 1llevaba un residuo
asparragina en lugar del aspartico de sitio activo. El Gltimo procesamiento
es la remocién de un fragmento N-terminal de 7 amino&cidos por accién de la
proteinasa B. Estas dos ultimas formas tienen actividad proteolitica sobre
otras moléculas (Teichert y col., 1987; Jones, 1991; Heinemeyer y col.,
1991, a).

La proteinasa B es una serin-proteinasa de la familia de la subtilisina.
Esta glicoproteina de 31 kDa sufre cuatro clivajes postraduccionales
durante su maduracién. Después de 1la remocién del péptido sefial, 1la
proteina pierde un fragmento N-terminal de 260 aminodcidos a través de un
mecanismo intramolecular y autocatalitico que sucede a nivel del reticulo
endoplasmatico. El1 tercer clivaje, que ocurre a nivel del aparato de Golgi,
estd mediado por la proteinasa A y reduce la forma autocatalitica de 40 kDa
a una forma de 37 kDa, removiendo un fragmento C-terminal. El 1ltimo
clivaje sucede a nivel de la vacuola y es, presumiblemente, autocatalitico,
sobre el extremo C-terminal. S6lo esta ultima forma madura de 31 kDa es
activa proteoliticamente sobre otras proteinas (Teichert y col., 1987;
Jones, 1991; Heinemeyer y col., 1991, a).

La carboxipeptidasa Y es una glicoproteina de 61 kDa. Pertenece a la
clase de las serin-proteasas y presenta una amplia especificidad de
sustrato. Durante su maduracién sufre tres clivajes proteoliticos. Después
de la remocién del péptido sefial, un fragmento N-terminal es removido por
la proteinasa A durante el transito de Golgl a la vacuola. El tercer evento
de clivaje estd mediado por la proteinasa B dentro de la vacuola (Suarez
Rendueles y Wolf, 1988; Jones, 1991).

La carboxipeptidasa S es una metaloenzima que si bien no ha sido aun
purificada a homogeneidad, su gen ha sido clonado revelando un marco abiero
de lectura que codifica para una proteina de 64 kDa. Se postula un péptido
seflal de 39 aminodcidos y ademds posee cinco sitios posibles de N-
glicosilacién. Se ha observado actividad de carboxipeptidasa S en cepas
defectivas en proteinasa A y B, indicando que su actividad es independiente

de la presencia de las endoproteinasas (Spormann y col., 1991).
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La aminopeptidasa I es una metaloglicoproteina de 640 kDa formada por 12
subunidades. Dado que 1la actividad de la aminopeptidasa I estd muy
disminuida en cepas defectivas en proteinasa A, se supone la maduracién de
un precursor de esta actividad mediado por proteinasa A. De acuerdo con
esto, la comparacién de la secuencia de aminodcidos deducida del gen con la
secuenciacion del N-terminal de la proteina madura, revela la existencia de
una prosecuencia de 45 aminodcidos. Ademds el gen de la aminopeptidasa I no
parece codificar para una secuencia sefial de los tipos caracteristicos
responsables para la entrada al reticulo endoplasmidtico (Cueva y col.,
1989; Chang y Smith, 1989).

La aminopeptidasa Co es una metaloproteina de 100 kDa que cuya actividad
es estimulada por cobalto (Achstetter y col., 1982). Recientemente,
Yasuhara y col. (1994) reportaron la purificacién de una actividad vacuolar
de caracteristicas similares a la aminopeptidasa Co, v.g. hidroliza
preferencialmente, entre una serie de aminodclidos cromogénicos, 1los
derivados de aminodcidos bésicos y la actividad hidrolitica sobre todos
ellos es estimulada por cobalto. A diferencia de la aminopeptidasa Co, cuyo
peso molecular se estimd por filtracién molecular en un valor de 100 kDa,
esta aminopeptidasa, llamada aminopeptidasa Y, posee un peso molecular de
70 kDa para su forma madura. También se observ6, que al igual que otras
enzimas vacuolares, la aminopeptidasa Y, s8e sintetiza como una
preproproteina, es decir, posee una secuencia N-terminal responsable del
ingreso al reticulo endoplasmdtico, seguida de otra secuencia peptidica
cuya remocién por accién de la proteinasa B resulta en la formacién de la
proteina madura activa (Nishizawa y col., 1994; Yasuhara y col., 1994).

La dipeptidil-aminopeptidasa V es una glicoproteina integral de membrana
de 120 kDa. La secuencia sefial permanece en la proteina madura y funciona
como anclaje a la membrana, exponiendo el amino terminal en la cara
citoplasmatica de la vacuola. La actividad de esta enzima no es dependiente
de proteinasa A (Suarez Rendueles y Wolf, 1987; Roberts y col., 1989).

Ignorando la contribucién de la peptidasa sefial, se puede resumir el
conocimiento que se posee sobre la produccién de las enzimas vacuolares del
modo siguiente. Algunas de las enzimas son sintetizadas como precursores
inactivos (proteinasa A, proteinasa B, carboxipeptidasa Y, aminopeptidasa I
y aminopeptidasa Y) pero no todas (carboxipeptidasa S y dipeptidil-
aminopeptidasa V). Los roles de la proteinasa A y de la proteinasa B no son
igualmente importantes en el proceso de activacién. La proteinasa A es
esencial en la produccién de s8i misma, de la proteinasa B, de 1la
carboxipeptidasa Y, de la aminopeptidasa I y de otras hidrolasa presentes

en la vacuola (fosfatasa alcalina, trehalasa y RNAsa). El requerimiento de
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proteinasa B s86lo es absoluto en la produccién de s8i misma y de 1la
aminopeptidasa Y, mientras que en los otros casos (proteinasa A y
carboxipeptidasa Y) la falta de procesamiento por la proteinasa B igual
resulta en moléculas activas.

El uso de mutantes de estas proteasas ha permitido estudiar la funcién de
la protedlisis vacuolar en el metabolismo celular. Durante el crecimiento
logaritmico de S. cerevisiae en medio rico con glucosa, la tasa de
degradacién proteica es de aproximadamente 1%/hora. El1 mismo andlisis
realizado con una mutante defectiva en proteinasa A y proteinasa B
(defectiva también en todas aquellas hidrolasas dependientes de activacién)
revela una disminucién del 46% (0,54 %/hora). También se estudié 1la
participacién del sistema vacuolar en la degradacién de proteinas
anormales, inducida por canavanina, un andlogo de arginina. La tasa de
degradacién proteica durante la primera media hora es igual en la cepa
salvaje y en la cepa defectiva en proteinasa A y proteinasa B (2 %/hora).
Sin embargo a tiempos mds largos, la tasa de degradaci6n en la cepa mutante
disminuye hasta 1,3 %/hora, mientras la tasa de la cepa salvaje permanece
inalterada, indicando que durante los eventos tempranos de degradacién de
proteinas anormales, el sistema vacuolar no estd involucrado y que luego de
la primera hora es responsable del 35 ¥ de la degradacién (Teichert y col.,
1987; Teichert y col., 1989).

Cuando la levadura crece en un medio de esporulacién (acetato y sin
nitrégeno) la tasa de degradacién proteica alcanza 3,3 %/hora y en cambio,
la tasa de degradacién de una cepa defectiva en proteinasa A y proteinasa B
en las mismas condiciones es 0,46 %/hora, lo que equivale a una disminucién
del 85 %. Esta notable disminucién de la degradacién proteica in vivo
debido a 1la ausencia de ambas proteinasas vacuolares coincide con
mediciones realizadas in vitro. Extractos crudos de células defectivas en
ambas proteinasas tienen disminuida en un 97 % su capacidad para hidrolizar
metil[{SH]-caseina y en un 86 % su capacidad para hidrolizar proteinas de
levadura marcadas con leucina[3H] (Teichert y col., 1989). Utilizando esta
cepa defectiva en el sistema proteolitico vacuolar, mediante estudios de
microscopia electrénica, se observd la acumulacién de vesiculas autofégicas
en el interior de las vacuolas de células que crecian en un medio pobre
aumentando la cantidad de vesiculas cuando 1las células alcanzaban
condiciones de hambreado (Simeon y col., 1992). Mediante determinaciones
bioquimicas en vacuolas aisladas se determiné un aumento progresivo de la
concentracién de enzimas citos6licas (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
fructosa 1,6 difosfatasa, &cido graso sintetasa) durante el hambreado del

cultivo (Egner y col., 1993).
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Todos estos resultados en conjunto sefialan que la degradacién vacuolar de
proteinas participa tanto en condiciones vegetativas de crecimiento, como
en condiciones de stress nutricional, siendo su participaciéon decisiva en
condiciones de ayuno. En coincidencia con esto, se ha observado durante la
deprivacién de glucosa, y, en un grado menor, de nutrientes nitrogenados un
aumento muy considerable (nueve veces y tres veces, respectivamente) de la
actividad de proteinasa A, proteinasa B y carboxipeptidasa Y (Betz vy
Weiser, 1976; Hansen y col., 1977).

Ademas del efecto sobre la degradacién proteica, la ausencia de las dos
endoproteinasas vacuolares determina 1la incapacidad de las células
diploides para esporular. La deplecién de mucledtidos de guanina, que
inicia la esporulacién en células tipo salvaje en condiciones ricas en
nitrdégeno, no restaura la esporulacién de células defectivas en proteinasa
A y proteinasa B en las mismas condiciones, indicando que la alteracién de
otro evento distinto del suministro de aminodcidos es responsable de la
incapacidad de esporular de mutantes defectivas en ambas proteinasas. Se
estudié también la viabilidad celular en condicliones de hambreado. Mientras
que la cepa salvaje y la cepa defectiva en proteinasa B mantienen un 100 %
de viabilidad después de 8 dias de ayuno de nitrégeno, la cepa defectiva en
proteinasa A y la doble mutante pierden completamente su viabilidad dentro
de los 3-4 dias. El mismo comportamiento pudo observarse por ayuno de
carbono, azufre o fésforo, por lo tanto, la proteinasa A es una enzima
crucial, esencial para la sobrevivencia celular en condiciones de stress
nutricional (Teichert y col., 1989).

Debe seflalarse ademds, la existencia en el citoplasma de tres inhibidores
especificos para la proteinasa A, proteinasa B y carboxipeptidasa Y (Matern
y col., 1974; Lenney, 1975), cuyos niveles de expresién acompafian los

niveles de estas proteinasas (Hansen y col., 1977).

SISTEMA CITOSOLICO

El sistema proteolitico citosélico estd constituido fundamentalmente por
la proteinasa E o proteosoma o proteinasa multicatalitica o particula 20 S
(Achstetter y col., 1984 b). Esta enzima, conservada en todos 1los
organismos eucariontes, es un complejo de alto peso molecular (650-700 kDa)
con una estructura cilindrica hueca caracteristica, formada por al menos 12
subunidades no idénticas pero relacionadas, cuyos pesos moleculares oscilan
entre 20 y 38 kDa (Rechsteiner y col., 1993; Rivett, 1993). El proteosoma
es capaz de hidrolizar sin consumo de ATP uniones peptidicas sobre el lado
carboxi de aminodcidos hidrof6ficos, neutros, bésicos y é&cidos, utilizando
péptidos cromogénicos como sustratos. Los estudios llevados a cabo con
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distintos inhibidores de proteasas sobre la enzima purificada de mamiferos
permiteron establecer la existencia de al menos tres sitios distintos
responsables de sus actividades cataliticas (actividad tipo quimotripsina,
actividad tipo tripsina y actividad hidrolizante sobre aminodcidos &cidos)
(Orlowski y Michaud, 1989). Esta caracterizacién fue confirmada con el
aislamiento de mutantes de S. cerevisise, defectivas en 1la actividad
quimotripsina (Heinemeyer y col., 1991, b) o en la actividad hidrolizante
sobre aminodcidos A&cidos (Hilt y col., 1993) que retenian las otras dos
actividades con niveles similares a la cepa salvaje. Estudios realizados in
vitro con el proteosoma purificado de mamifero mostraron que esta enzima es
capaz de asociarse con otras proteinas, en una reaccién dependiente de ATP,
para constituir una proteinasa de 26 S (1.500 kDa) que es capaz de degradar
proteinas ubiquitinadas con consumo de ATP (Eytan y col., 1989; Driscoll y
Goldberg, 1990). Es posible que la actividad catalitica independiente de
ATP del proteosoma sea debido al desacople del mismo de las putativas
subunidades "regulatorias”. La presencia de estas subunidades
"regulatorias” probablemente 8se requiera a fin de conferir dependencia
energética y especificidad a la proteasa 26 S asegurando asi que s6lo sean
degradados aquellos sustratos destinados a la degradacién. Es posible que
estas subunidades regulatorias estén involucradas en la unién con la cadena
de poliubiquitina conjugada al sustrato, llevando a éste a la proximidad de
los sitios activos de la proteasa (Ciechanover y Schwartz, 1994). Muy
recientemente se ha podido determinar que la subunidad S5 del complejo
regulatorio de la proteasa 26 S es capaz de unir proteinas ubiquitinadas
(Deveraux y col., 1994).

Se han clonado varios genes que codifican para subunidades del proteosoma
de levadura; sin embargo no pudieron realizarse estudios in vivo de sus
funciones dado que las mutantes nulas que 8se obtuvieron por insercién
resultaron letales en todos los casos (Fujiwara y col., 1990; Emori y col.,
1991). En 1991, Heinemeyer y col. aislaron mutantes termosensibles de S.
cerevisiae que tenian muy disminuida la actividad quimotripsina del
proteosoma a temperatura restrictiva. Esta cepa crece mas lentamente que la
cepa salvaje, siempre que se cultive en condiciones que no impongan un
stress a la célula, y es incapaz de esporular. Se observé que la viabilidad
de esta cepa disminuye pronunciadamente cuando se la cultiva a 38°C o en
presencia de canavanina, ademés de observarse acumulacién de proteinas
ubiquitinadas. Asimismo se determiné una disminucién del 27% y del 43 % de
la degradacién proteica respecto de la cepa salvaje cuando la mutante se
crecié a 38°C y en presencia de canavanina, respectivamente (Heinemeyer y
col., 1991,b).
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Se estudié la degradacién de la enzima Acido graso-sintetasa en esta
mutante. Esta enzima es un complejo compuesto por seis subunidades a y seis
subunidades P, con una vida media de aproximadamente 20 horas. La mutacién
o delecién de una de las subunidades lleva a la degradacién de la otra
subunidad. La subunidad @ no ensamblada tiene una vida media de 1 hora y su
degradacién es dependiente del proteosoma e independiente del sistema
vacuolar. La subunidad P, en cambio, tiene una vida media de 3 horas en
condiciones de crecimiento vegetativo, obteniéndose el mismo resultado con
una cepa defectiva en el sistema vacuolar. Ademds se determind la aparicién
de subunidad B dentro de las vacuolas en condiciones de hambreado no asi de
la subunidad o. Estos resultados indican que durante el crecimiento
vegetativo la subunidad P no ensamblada es degradada por un sistema
proteolitico no vacuolar, mientras que en condiciones de hambreado es
importante la degradacidén vacuolar de la misma (Egner y col., 1993)

La fructosa-1,6 difosfatasa, es una de las enzimas de la gluconeogénesis,
que sufre un proceso de inactivacién cuando levaduras que crecen en un
medio con una fuente de carbono no fermentable (acetato o etanol) son
transferidas a un medio con glucosa. Se ha demostrado que este proceso
llamado inactivacién catabdélica ocurre en dos etapas: a la répida
fosforilacién de la enzima le sigue su degradacién (Tortora y col., 1981).
Cuando se estudié la intervencién del sistema proteolitico vacuolar durante
la inactivacién catabdlica de la fructosa-1,6 difosfatasa, se observd que
la cinética de inactivaci6én de esta enzima como la desaparicién del
antigeno fueron esencialmente iguales en una cepa salvaje y en una cepa
defectiva en proteinasa A y proteinasa B, indicando la participacién de un
sistema degradativo distinto del wvacuolar (Teichert y col., 1989).
Recientemente se observé, utilizando una cepa de S. cerevisiae defectiva en
la actividad proteolitica del proteosoma, una marcada reduccién de 1la
degradacién inducida por glucosa de la fructosa-1,6 difosfatasa (Schork y
col., 1994 a,b)

También se estudié la participacién del proteosoma en la regulacién del
ciclo celular. Es sabido que en todas las células eucariontes existe una
quinasa de proteinas, codificada en levaduras por el gen CDC28, que es el
elemento central en la regulacién del ciclo celular. Esta actividad quinasa
estd regulada por una clase de proteinas llamadas ciclinas, la mayoria de
las cuales son muy inestables y estdn s6lo presentes en una particular
etapa del ciclo celular. De las cuatro ciclinas que actian durante la
mitosis s6lo la ciclina Clb2 es esencial (Nasmyth, 1993). Se observé que el
crecimiento de una cepa de S. cerevisiae defectiva en 1la actividad

quimotripsina del proteosoma fue levemente menor que la de la cepa salvaje.
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En cambio, cuando se estudié el crecimiento de ambas cepas, transformadas
con un plasmido que portaba un gen adicional de la ciclina Clb2 bajo el
control de un promotor fuerte e inducible, se observdé que la cepa salvaje
era capaz de crecer, aungue con una velocidad menor que la cepa respectiva
ain transformar. En cambio, la cepa defectiva en la actividad quimotripsina
del proteosoma, que sobreexpresaba la ciclina Clb2, ces6 en su crecimiento.
Estos resultados sugieren una relacién entre la accién de la ciclina Clb2 y
el defecto de la actividad quimitripsina del proteosoma. Kl arresto en el
crecimiento de la cepa mutante que sobreexpresa Clb2 probablemente es
debido a la incapacidad del proteosoma defectivo para degradar una cantidad
mayor de ciclina Clb2 (Richter-Ruoff y Wolf, 1993).

Finalmente, utilizando la cepa defectiva en la actividad quimotripsina
del proteosoma, se observd la estabilizacién de proteinas que son
degradadas via ubiquitinacién en una cepa salvaje (Richter-Ruoff y col.,
1992; Seufert y Jentsch, 1992). Esta evidencia, junto con la acumulacién de
proteinas ubiquitinadas en células mutantes (Heinemeyer y col., 1991,b;
Heinemeyer y col., 1993; Hilt y col., 1993), seflalan al proteosoma como el
responsable final de la degradacién de proteinas via ubiquitinacién.

La ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos altamente conservada en
todos los organismos eucariontes. El1 primer paso de la conjugacién de
ubiquitina a proteinas es la activacién de la misma, mediante la formacién
dependiente de ATP de un enlace tioéster entre la glicina C-terminal de
ubiquitina y un grupo tiol de la enzima activante, Ej. El segundo paso es
la transferencia de la ubiquitina activada desde la E{ a un residuo tiol de
un miembro de la familia de enzimas transportadoras de ubiquitina, Esj.
Estas enzimas transfieren 1la ubiquitina activada a un residuo 1lisil
especifico de la proteina blanco que estd unida a una ubiquitina-proteina
ligasa, E3, forméndose una unién isopeptidica entre el grupo e-amino de la
lisina con la glicina C-terminal de la ubiquitina. Esta reaccién involucra
la unién especifica del sustrato proteico a la E3 antes de la reaccién con
la ubiquitina activada. Luego de la primer reaccién de conjugacién, siguen
sucesivas conjugaciones de ubiquitina sobre la ubiquitina unida a 1la
proteina, resultando entonces, en una multiubiquitinacién de la proteina
blanco. Cabe sefialar que durante este proceso la proteina permanece unida a
la E3. Este conjugado es reconocido y degradado por la proteasa 26 S con
consumo de ATP, produciendo péptidos pequefios y liberando ubiquitina libre
dado que el complejo 26 S contiene también actividad hidrolitica sobre 1la
unién isopeptidica de 1la glicina C-terminal de la ubiquitina con el
sustrato proteico (Hershko y Ciechanover, 1992; Ciechanover y Schwartz,
1994).
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Es sabido que la ubiquitinacién de proteinas cumple otras funciones
ademds de la vinculada a la prote6lisis, tales como regulacién de 1la
expresién génica, reparacién del DNA, importacién de proteinas dentro de
mitocondria y biogénesis de ribosomas, peroxisomas y mitocondrias. A través
de estudios genéticos y bioquimicos de estos procesos se ha determinado que
para algunos casos la reaccién de conjugacién de ubiquitina a la proteina
blanco ocurre mediada por la enzima transportadora Ep sin la intervencién
de la E3. La mayoria de los conjugados asi formados son del tipo
monoubiquitinados y no son destinados a la degradacién.

El mecanismo de reconocimiento de 1los sustratos ubiquitinados a ser
degradados por el proteosoma es alin un enigma. Ya se mencioné un modelo que
involucra a las putativas subunidades regulatorias del proteosoma (aquellas
proteinas que se unen de un modo dependiente de ATP al proteosoma para
formar la proteasa 26 S) en el vreconocimiento de los sustratos
ubiquitinados. Se ha propuesto otro modelo basado en las caracteristicas
fisicas del proteosoma, de ser un complejo proteico cilindrico y hueco.
Segin este modelo, el proteosoma reconoceria especificamente como sustratos
s6lo proteinas en estado desnaturalizado y la ubicacién fisica de 1los
sitios activos de sus tres actividades cataliticas seria hacia el interior
del cilindro hueco. Asi, proteinas globulares nativas no accederian a los
gitios activos y no serian degradadas, y en cambio, una proteina al
desnaturalizarse expondria regiones desplegadas que podrian acceder a los
mismos. [La actividad quimotripsina iniciaria el clivaje en regiones
hidroféficas del sustrato y los péptidos liberados pasarian a lo largo del
cilindro donde serian clivados por las otras dos actividades de la enzima.
Las subunidades no cataliticas del complejo podrian servir a funciones
adicionales. Se ha reportado que el proteosoma (20 S) posee actividad
ATPasa. Tal actividad podria ser responsable del movimiento del sustrato a
lo largo del cilindro. Este modelo presenta al proteosoma como una pseudo-
organela proteolitica que excluye a las proteinas que no son sustrato, no
por una membrana como lo hace la vacuola sino por restricciones fisicas.
Ademds implica un mecanismo de canalizacién de los subproductos hacia otros
gsitios activos del complejo hasta la produccién de péptidos pequefios
evitando la liberacién citosélica de intermediarios potencialmente téxicos.
La ubiquitina unida al sustrato podria actuar como sefial de reconocimiento
o de unién al proteosoma. Una alternativa para explicar la seflalizacién por
ubiquitina se basa en el hecho que su estructura nativa presenta
superficies idénicas y superficies hidrofébicas y que se ha reportado que la
velocidad de degradacidén de proteinas ubiquitinadas depende del tamafio de

la estructura de poli-ubiquitina conjugada. Asi, 1las moléculas de
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ubiquitina podrian actuar como detergentes desplegando y desnaturalizando
el sustrato. El tamafio de la cadena de poli-ubiquitina necesario para
desplegar una dada proteina dependeria del estado estructural de la misma
(Hilt y Wolf, 1992).

Debe mencionarse que se ha demostrado iIn vitro que la proteasa 26 S
también es capaz de degradar sustratos proteicos no ubiquitinados, como es
el caso de la ornitina descarboxilasa (Murakami y col., 1992; Murakami y
col., 1993).

RELACIONES ENTRE EL SISTEMA VACUOLAR Y EL CITOPLASMATICO

Cualquier proteina citoplasmidtica puede ser importada al interior de 1la
vacuola por un proceso de autofagia. Para las proteinas de vida media larga
(acido graso sintetasa, fructosa 1,6 difosfatasa) la prote6lisis vacuolar
representa el principal evento degradativo. Durante condiclones de stress
nutricional, ademds del aumento considerable de la actividad especifica de
las proteinasas vacuolares, ocurre un aumento del proceso de autofagia. En
el caso de proteinas de vida media "intermedia”, como la subunidad P de 1la
adcido graso sintetasa, son degradadas en el citoplasma y parcialmente en la
vacuola cuando ocurre autofagia. Las proteinas de vida media corta son
principalmente degradadas en el citoplasma, por el proteosoma o por otro
sistema citosélico aan no detectado. Tales proteinas llegan a la vacuola
por autofagia en muy pequefias cantidades 1o que hace muy dificil su
deteccion. El proceso de autofagia no excluye la existencia de otros
procesos de entrada a la vacuola mds especificos, como el descripto para
eucariontes superiores durante stress nutricional (Dice, 1990).

Ademas de la respuesta proteolitica durante el stress nutricional mediada
fundamentalmente por el sistema vacuolar, ocurren otras respuestas a otras
condiciones (temperatura elevada, andlogos de aminodcidos, condiciones de
esporulacién, etc.) donde 1la selectividad de 1la proteSlisis es
extremadamente importante. Tal selectividad puede ser alcanzada 1) por una
captura selectiva de proteinas dentro de la vacuola y 2) por un degradacién
In situ de las proteinas seleccionadas mediada por el reconocimiento de
alguna sefial dentro de los sustratos. Tales seflales podrian ser reconocidas
directamente por la proteinasa o existir un sistema mediador que reconozca
la seflal y dirija la proteina hacia su degradacién, como es el caso del
sistema de ubiquitinacién.

La esporulacién es inducida cuando células creciendo en un medio rico con
glucosa son cambiadas a un medio libre de nitrégeno. En este proceso son
esenciales tanto el sistema vacuolar como el sistema proteolitico

dependiente de ubiquitina. Como ya se menciond, el proceso de esporulacién
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puede tambien tener lugar en condiciones ricas en nitrdégeno si ocurre
exhausién de nucle6tidos de guanina. E1 hecho que mutantes defectivas en el
sistema proteolitico wvacuolar tampoco puedan esporular en estas
condiciones, seflala que la protedlisis no sb6lo es necesaria para proveer
los aminodcidos requeridos para la sintesis de nuevas proteinas sino que,
probablemente, se requiera la desaparicidén de ciertas proteinas.

Se ha demostrado que la recuperacidén celular al stress inducido por calor
como por andlogos de aminodcidos es dependiente del producto del gen de
poliubiquitina, de la integridad del sistema de conjugacién de ubiquitina y
del proteosoma, todos de localizacién citoplasmatica. Sin embargo se ha
observado que parte de la proteélisis inducida por canavanina es mediada
por el sistema vacuolar después de media hora de inducido el stress. Esto
puede interpretarse considerando que el sistema vacuolar no es requerido
tanto como el sistema citosdélico, mucho més especifico, para iniciar 1la
recuperacion celular, pudiendo intervenir cuando el sistema citosdlico se
encuentra sobrecargado de sustratos.

Se ha descripto una nueva funcién para el sistema de ubiquitina. Gropper
y col. (1991) trabajando con dos lineas celulares de mamiferos, ambas
termosensibles para la Ei, enzima activante de ubiquitina, observaron que
después del cambio del cultivo a la -temperatura restrictiva, no se
modificaba la tasa de degradacién proteica de las proteinas de vida media
larga. En cambio si la induccién por calor se hacia sobre la cepa salvaje
se observé un aumento de 2-3 veces de la tasa de degradacién para este
grupo de proteinas. Este aumento de la degradacién de proteinas de vida
media larga pudo ser prevenido por el agregado de agentes lisomotrépicos
tales como cloruro de amonio y cloroquina, indicando que la degradacién
tenia lugar principalmente en lisosomas y vesiculas autofdgicas. Estos
resultados en conjunto indican que una enzima Ei activa es necesaria para
el aumento de la degradacién lisosomal de proteinas de vida media larga
inducida por calor.

Pueden postularse dos mecanismos distintos que involucren el sistema de
ubiquitina con la autofagia. Una posibilidad es que las proteinas a ser
degradadas preferencialmente en el lisosoma previamente deben ser marcadas
con ubiquitina. Coincidente con esta hipotesis, se observé enriquecimiento
de proteinas ubiquitinadas en lisosomas de fibroblastos (Laszlo y col.,
1990). También se encontré ubiquitina libre en lisosomas (Schwartz y col.,
1988). Asimismo, se observdé en una cepa de S. cerevisiae deficiente en las
dos proteinasas vacuolares acumulacién de proteinas en esta organela. Una
considerable cantidad de estas proteinas acumuladas estaban ubiquitinadas
(Heinemeyer y col., 1991,a; Simeon y col., 1992). Una segunda posibilidad
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es que el sistema de ubiquitina esté involucrado directa o indirectamente
en la formacién, maduracién o funcién de las vacuolas autofégicas. Asi, una
proteina que es esencial en la biogénesis de las vacuolas debe ser primero
conjugada con ubiquitina para devenir activa; o, una proteina de vida media
corta que inhibe la formacién de estas vacuolas tiene que ser proteolizada

a fin de revertir la inhibicién (Hershko y Ciechanover, 1992).

OTRAS PROTEASAS DE S.CERBVISIAE

ENDOPROTEASAS

El andlisis cromatogrdfico en columnas de intercambio iénico y de tamiz
molecular de extractos solubles de una cepa de levadura defectiva en el
sistema proteolitico vacuolar, revel6é la presencia de una importante
cantidad de otras proteinasas (Achstetter y col., 1981; Achstetter y col.,
1984, a). Se han purificado y caracterizado parcialmente dos, la proteinasa
D (Achstetter y col., 1985) y la proteinasa J (Wagner y Wolf, 1992).
Ademds, recientemente la proteinasa D ha saido clonada (Buchler y col.,
1994). Esta enzima, también llamada oligopeptidasa D, presenta una amplia
especificidad de sustrato s6lo para oligopéptidos y no asi para proteinas.
El estudio de una cepa defectiva en esta enzima no mostré ninguna
alteracion en su fisiologia, comparada a una cepa salvaje, excepto un
aumento en la concentracién intracelular de péptidos. A partir de este
resultado, de su especificidad por oligopéptidos y de su localizacién
citosélica, se ha sugerido que podria estar involucrada en la degradacién
de péptidos producidos por la proteinasa E (Buchler y col., 1984). La
proteinasa J corta especificamente en el lado amino de un par de residuos
basicos (Wagner y Wolf, 1992). Dado que las otras proteinasas detectadas,
ademds de la proteinasa D y J, presentan actividad hidrolitica sobre
alguno/algunos, pero no todos, de los péptidos cromogénicos utilizados como
sustratos, se ha sugerido que la especificidad de las mismas no debe ser

amplia.

AMINOPEPTIDASAS

Ademds de las aminopeptidasas I e Y, de localizacién vacuolar, se han
descripto varias aminopeptidasas citosélicas.

Se purificé y caracterizé 1la Metionina aminopeptidasa, actividad
responsable de la remocién de la metionina N-terminal de los polipéptidos.
Esta enzima exhibe una especificidad de sustrato similar a la enzima de £.
coli y S. typhimurium (remueve la metionina cuando el aminodcido siguiente

es pequefio o no cargado y es incapaz de clivar cuando el aminodcido vecino
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a la metionina N-terminal es grande o cargado) (Chang y col., 1990). Se
clon6 el gen y ge observé que la 8obreexpresién de 1la Metionina
aminopeptidasa no implicdé ningin cambio ni en la velocidad de crecimiento
ni en la morfologia celular. Por otro lado, una cepa mutante defectiva en
la enzima fue viable awnque exhibié un aumento considerable en el tiempo de
duplicacién y una disminucién en el tamaflo de 1las colonias. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en K. coli y S. typhimurium,
organismos en los cuales la delecién del gen de la Metionina aminopeptidasa
es letal, e indican que en S. cerevisiae debe existir un mecanismo
alternativo para la remocién de la metionina N-terminal de los péptidos
nacientes (Chang y col., 1992).

La aminopeptidasa II es la actividad citoplasmética mayoritaria y es
capaz de hidrolizar derivados cromogénicos de aminodcidos hidrofébicos y
basicos. Ademds de su localizacién citoplasmatica, la enzima también se
detecté6 en el periplasma (Frey y Rohm, 1979). El estudio de una cepa
mutante termosensible para la actividad de la aminopeptidasa II no mostré
ninguna consecuencia en la tasa de crecimiento, ni en la frecuencia de
esporulacién, y tampoco se modificé la tasa de degradacién proteica,
comparada a la cepa salvaje. La deficiencia de actividad aminopeptidasa II
86lo incidié en la fisiologia celular cuando se estudié el crecimiento de
cepas auxétrofas para leucina en medios de cultivos suplementados con
dipéptidos conteniendo leucina. El crecimiento de la cepa defectiva en
aminopeptidasa II fue sensiblemente menor que el de la cepa salvaje (Hirsch
y col., 1988). En 1991 se clon6 el gen que codifica para la aminopeptidasa
IT y del anadlisis de su secuencia se concluyé que se trata de una zinc-
enzima, dada la presencia del motivo consenso caracteristico de unién de
este metal. Ademds se construyé una mutante nula (por insercién) de esta
actividad y al igual que con la mutante termosensible, la ausencia de la
actividad aminopeptidasa II no implic6é ninguna alteraci6n evidente en la
fisiologia celular (Garcia-Alvarez y col., 1991).

Se purificé y caracterizdé la aminopeptidasa XVI. Esta enzima es la unica
aminopeptidasa soluble de S. cerevisiae capaz de hidrolizar residuos
cisteina N-terminales. Ademds es <capaz de hidrolizar aminoécidos
hidroféficos y cargados (Tisljar y Wolf, 1993).

Se clon6 el gen BLH1 que codifica para una aminopeptidasa y se la llam6
bleomicina hidrolasa, dado que exhibe una alta homologia con la enzima de
mamiferos. Esta es la primera aminopeptidasa estudiada en levaduras que no
es una metalo-enzima, sino una tiol-enzima y que no es inhibible por
bestatina, conocido inhibidor de aminopeptidasas, sino por el E-64,
especifico de tiol-proteasas (Enenkel y Wolf, 1993).
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Ademds de estas aminopeptidasas, que fueron estudiadas con mayor
profundidad, se report6 la existencia en extractos solubles de al menos
otras 13 aminopeptidasas, todas ellas inhibibles por bestatina y con
especificidasd de sustrato cruzadas (Achstetter y col., '1983).

Se ignora las funciones de estas actividades como tampoco se sabe el
porque de un nGmero tan importante de actividades aminopeptidédsicas
distintas y redundantes, dado que entre ellas comparten especificidad de
sustrato. De acuerdo con esto, se observdé que cepas mutantes en cuatro
aminopeptidasas distintas (Trumbly y Bradley, 1983) o aan con un gen
delecionado que codifica para una aminopeptidasa (Garcia-Alvarez y col.,
1991), no exhiben ninguna disfuncién evidente. Justamente, estos hechos que
gefialan la redundancia funcional han sido tomados como aval teleolégico de
la importancia de las aminopeptidasas en la fisiologia celular (Taylor,
1993,a).

Arbesd y col. (1991) aislaron una mutante de Schizosaccharomyces pombe,
defectiva en la Wnica aminopeptidasa detectada en este organismo
(aminopeptidasa I). No se observaron diferencias significativas entre 1la
cepa mutante y la cepa salvaje en cuanto a tasa de crecimiento, frecuencia
de esporulacién y tasa de degradacidén proteica. Sin embargo, cuando se
analizé cromatograficamente la naturaleza de la fraccidén celular soluble al
dcido tricloroacético en la cepa mutante se observé la presencia de una
importante cantidad de péptidos y en cambio el mismo andlisis en la cepa
salvaje mostré que la cantidad de péptidos solubles era sensiblemente
menor. Estos resultados sugieren que al menos la aminopeptidasa I de S.
pombe participa en la degradacién final de péptidos. Otra evidencia a favor
de la participacién de las aminopeptidasas en la degradadcién final de
péptidos se obtuvo estudiando el efecto in vivo de la bestatina sobre 1la
degradacién de proteinas hepaticas. Se observé que por accién de el
inhibidor se producia acumulacién citosélica de péptidos (Botbol y Scornik,
1989).

CARBOXIPEPTIDASAS

Hasta el ©presente no existen reportes de la ©presencla de
carboxipeptidasas en la fraccién citosélica de S. cerevisiae. En S. pombe
se ha reportado la presencia de una unica actividad carboxipeptidasa
(Suarez Rendueles y col., 1991). Si bien ain no se ha determinado 1la
localizacién subcelular de esta enzima, las caracteristicas exhibidas por
la misma sugieren que se halla localizada en la vacuola. Asimismo, tampoco
se ha detectado la presencia de carboxipeptidasas citosélicas en células de
mamiferos (Mc Donald y Schwabe, 1977).
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REGULACION DE LA PROTEOLISIS

La proteélisis intracelular es un proceso altamente regulado y especifico
para prevenir una degradacién descontrolada e inapropiada de proteinas y
para llevar a cabo los objetivos de importantes procesos celulares en los

cuales estan involucradas proteasas.

Compartimentalizacion

La accién de una proteasa puede estar limitada por su localizacién
subcelular, siendo el ejemplo mads estudiado el de las proteasas vacuolares
en levaduras que restringen su accién a aquellas proteinas que entran

dentro de la organela.

Sintesis de proteasas

Como ya se menciondé, la deprivacion de glucosa en un cultivo de &S.
cerevisiae 1induce 1la sintesis de 1la proteinasa A, proteinasa B vy
carboxipeptidasa Y, como asimismo 1la de sus inhibidores citosélicos
especificos (Hansen y col., 1977).

En el acrasial Dictyostelium discoideum se estudié las cistein-
proteinasas y se observd que las mismas estan reguladas por las condiciones

nutricionales y por el estado de desarrollo (North y col., 1988).

Inhibidores y activadores

Se clonaron los inhibidores especificos de levadura para las proteinasas
vacuolares A y B y se construyeron mutantes nulas para ambos inhibidores
(Schu y col., 1991; Schu y Wolf, 1991). Se observé que la deficiencia de
ambos inhibidores no tiene consecuencias sobre la viabilidad celular en
ninguna de las condiciones fisiolégicas estudiadas. Sin embargo, la tasa de
degradacién proteica de la doble mutante es 2-3 veces més alta que la de la
cepa salvaje en condiciones de stress nutricional. Estos resultados indican
una interaccidén in vivo entre las proteinasas vacuolares y sus inhibidores
especificos. Se habia propuesto que estos 1nhibidores citoplasmaticos
podrian actuar protegiendo la célula de la degradacion descontrolada de
proteinas citoplasmidticas producida por las enzimas vacuolares liberadas en
el citoplasma durante los procesos de fragmentacién y fusién vacuolar. Si
bien esta funcién de los inhibidores no puede ser excluida, el hecho que la
viabilidad celular de mutantes nulas para ambos inhibidores no esté
afectada en ninguna de las condiciones metabélicas estudiadas, seflala que
la liberacién del contenido vacuolar en el citoplasma parece no ser wn

evento frecuente.
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Se sabe de experimentos realizados in vitro, que las proteinasas
vacuolares se digieren a si mismas (Kominami y col., 1981). Asi, los
inhibidores podrian proteger a las proteinasas de la autodigestién y las
proteinasas incompletamente inhibidas podrian activar unas a otras por la
degradacién de 1los inhibidores. De este modo los inhibidores podrian
mantener una alta actividad proteolitica dentro de la vacuola. Dado que 1la
regulacién de la expresién de la proteinasa A difiere al menos en un
elemento regulatorio de la de su inhibidor especifico (Beck y col., 1980),
la célula podria regular el nivel de actividad de la proteasa por el nivel
de su inhibidor.

Dependiendo del procedimiento utilizado para purificar el proteosoma a
partir de eucariontes superiores, se observd que el mismo podia ser aislado
en una forma latente o en una forma activa. Se describieron dos complejos
proteicos capaces de inhibir al proteosoma de un modo no competitivo y con
un valor de Ki de alrededor de 10-7 M. Asimismo, se purificé un complejo
proteico capaz de unirse reversiblemente al proteosoma con un Kd aproximado
de 10-9 M y capaz de estimular marcadamente la capacidad del proteosoma de
hidrolizar péptidos cromogénicos (Rechsteiner y col., 1993; Rivett, 1993).

Metabolitos

Las concentraciones intracelulares de pequefios metabolitos pueden afectar
de distinto modo la actividad de las proteasas.

En el hongo acudtico Allomyces arbuscula se describid la presencia de una
proteasa neutra activable por concentraciones micromolares de Calt (Ojha y
Wallace, 1988).

El requerimiento de ATP para el funcionamiento del proteosoma es
absoluto. El proceso de ubiquitinacién de proteinas, el ensamblado de la
particula 20 S, donde residen las actividades cataliticas, con otras
proteinas, de posible actividad regulatoria, para formar la particula 26 S
vy la protedlisis en si misma requieren hidrélisis de ATP. Ademés,
trabajando con la enzima purificada de eucariontes superiores, se observé
un efecto de activacién de la prote6lisis por el agregado de 4cidos grasos
(Rechsteiner y col., 1993).

Se ha reportado la presencia en cerebro de mono de una aminopeptidasa
estimulable por ATP. La misma enzima sufre inactivacidén por fosforilacién
mediada por la quinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico (PK A)
(Ramamoorthy y Balasubramanian, 1989)
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Susceptibilidad de sustratos

La concentracién intracelular de una proteina estd determinada por el
balance entre la tasa de sintesis y la tasa de degradacidén (Schimke y
Doyle, 1970). Mientras los mecanismos de regulacién de la sintesis, sea a
nivel transcripcional o traduccional, son bien conocidos, el conocimiento
que se posee sobre los medios de que dispone la célula para regular la
degradacién de una proteina particular respecto de otras es ain escaso. Que
tal regulacidon existe es evidente del hecho que hay grandes diferencias en
el tiempo de vida media de las proteinas y que la tasa de degradacién de
una proteina puede variar independientemente de otras, por cambios en el
estado nutricional celular. Tal especifidad requiere més que el solo cambio
de los niveles de actividad enzimadtica de las proteasas. La observacién de
la diversidad de tiempos de vida media de las proteinas ha planteado muchos
interrogantes sobre que caracteristica estructural de la proteina determina
que Sea mads o0 menos susceptible al ataque de las proteasas. Distintos
factores como las modificaciones covalentes, la interaccién con otras
proteinas, metabolitos, cofactores o efectores alostéricos, cambios en la
hidrofobicidad y la glicosilacién pueden afectar la susceptibilidad de los
sustratos proteicos a la prote6lisis y asi funcionar en la regulacién de la
degradacién proteica (Holzer y Heinrich, 1980).

Numerosos estudios realizados 1in vitro indican que 1los sustratos o
activadores alostéricos protegen a sus enzimas blanco de la inactivacién
proteolitica, como asi también inhibidores o inactivadores alostéricos
tornan mis susceptible una proteina a la degradacion (Wolf, 1980; Holzer y
Heinrich, 1980; Bond y Butler, 1987). Recientemente se ha reportado 1la
degradacién de la ornitina descarboxilasa por 1la proteasa 26 S
independiente de ubiquitinacién. Ademds de ello, se ha observado una gran
estimulacién (9 veces) de la degracacién de la enzima por la unién de la
misma con su inhibidor especifico (Murakami y col. 1992; Murakami y col.,
1993).

Ya se menciondé el rol que tiene la ubiquitinacién de proteinas como
evento de seflalizacién para la proteb6lisis, tanto en 1la degradacién
citosblica (mediada por la proteasa 26 S) como en la degradacién lisosomal.
Los primeros estudios llevados a cabo a fin de dilucidar cual o cuales
caracteristicas estructurales de una proteina eran reconocidas por el
sistema conjugante de ubiquitina revelaron la importancia que posee el
residuo N-terminal del sustrato proteico. Se observé que la modificacién
especifica del grupo a-NH2 de la lisozima disminuia marcadamente la
capacidad de esta proteina a ser ubiquitinada y degradada en un sistema

reconstituido libre de células. La adicién de cadenas laterales de
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polialanina a la proteina modificada restauraba la susceptibilidad a ser
ubiquitinada y degradada (Hershko y col., 1984). Posteriormente, Bachmair y
col. (1986) pudieron establecer que la identidad del residuo N-terminal de
una proteina es un determinante importante de su estabilidad metabdélica in
vivo. Trabajaron con una serie de proteinas derivadas de la P-galactosidasa
de E. coli que diferian unas de otras 86lo en la identidad del aminodcido
N-terminal. El andlisis del tiempo de vida media de estas proteinas
expresadas en levaduras revelé que variaban entre menos de 2 minutos a més
de 20 horas y se observd, ademas, la formacién de conjugados ubiquitina-
proteina en el caso de las variantes de vida media corta. Se concluyé
clasificando los 20 amino acidos en estabilizantes o desestabilizantes
segin la vida media que ellos conferian cuando ocupaban la posicién N-
terminal de la proteina y enunciando, asi, la regla del N-terminal.

Si bien actualmente se conoce con bastante detalle muchos aspectos
mecanisticos de la regla del N-terminal, distintas lineas de trabajo
experimental indican que su rol fisiol6gico es bastante limitado y que el
sistema de reconocimiento por el N-terminal no es esencial en el
metabolismo celular. 1) Aproximadamente el 80 % de las proteinas celulares
estan N-a-acetiladas (Brown <y Roberts, 1976). Para 1las proteinas
remanentes, con el N-terminal libre, la especificidad de sustrato de 1la
Metionina aminopeptidasa, que remueve especificamente el residuo iniciador
metionina, determina que s6lo sera removido si el amino acido siguiente es
de naturaleza estabilizante (Moerschell y col., 1990; Hershko vy
Ciechanover, 1992). Asi, proteinas con un residuo N-terminal
desestabilizante parecen ser muy poco frecuentes. 2) Mayer y col. (1989)
han mostrado que proteinas con su N-terminal acetilado son degradadas por
el sistema de ubiquitina y que no es necesaria la remocién del grupo N-a-
acetilo para que tenga lugar el reconocimiento y la degradacién proteica.
Recientemente se ha purificado y caracterizado una nueva enzima
trasportadora de ubiquitina, Ep, que estd involucrada en la degradacién de
proteinas no gobernadas por la regla del N-terminal (Blumenfeld y col.,
1994). 3) La inactivacién de la regla del N-terminal (por delecién del gen
que codifica para la enzima E3y, responsable del reconocimiento de
sustratos gobernados por la regla del N-terminal) en S. cerevisiae no es
letal y no presenta ningin fenotipo caracteristico (Bartel y col., 1990;
Varshavsky, A., 1992). Este dato sugiere que el reconocimiento de aquellas
proteinas N-a-acetiladas o con su extremo amino libre que no son gobernadas
por la regla del N-terminal, ocurre por ubiquitina-proteina 1ligasas
distintas de la E3zy vy que son reconocidas por motivos estructurales que

































































































































































































































