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Introducción l

INTRODUCCION

El balance entre 1a sintesis y maduración de proteinas y su degradación
es un principio celular vital para adaptar el metabolismo a los
requerimientos celulares y a las condiciones ambientales (Schimke y Doyle,
1970).

Durante muchos años la imagen que se tenia de la regulación del
metabolismo celular estuvo basada en el conocimiento de los mecanismos de

sintesis proteica y de la unión covalente y no covalente de ligandos a
proteinas. Resultaba difícil imaginar la proteólisis intracelular comoun
elemento de control del metabolismo. Por qué una estructura tan costosa de
sintetizar como la. molécula. proteica podría ser degradada por la misma
célula? Sin embargo, en los últimos años fue puesto en evidencia que la
proteólisis es esencial en el metabolismo de todas las células (Hilt y
Wolf, 1992).

La acción de las proteasas puede ser dividida en dos categorías: 1)
proteólisis limitada, en la cual las proteasas hidrolizan una o varias
uniones peptidicas especificas de los sustratos proteicos y 2) degradación
completade los sustratos a través de la hidrólisis de la totalidad de las
uniones peptidicas. Mientras este último mecanismo elimina completamente
una dada proteína regulando su concentración intracelular y recicla sus
aminoácidos constituyentes hacia 1a maquinaria biosintética de 1a célula,
la proteólisis limitada cumple variadas funciones desde la maduración de
proteinas y péptidos para alcanzar su función biológica hasta 1a
modificación e inactivación de proteínas a fin de alterar o inactivar su
función biológica (Wolf, 1992).

La vida media de las proteinas intracelulares difiere marcadamenteentre
si, indicando la especificidad del proceso de degradación. Se pueden
definir tres clases de proteinas celulares según 1a vida media: 1)
Proteínas de vida media larga: constituyen la mayor parte de las proteínas
celulares y son relativamente poco importantes para el control metabólico.
2) Proteinas de vida media corta: son proteinas normales de 1a célula con
una velocidad de recambio elevada. Dentro de este grupo se encuentran
proteinas enzimáticas que participan en puntos de control del metabolismo.
3) Proteínas anormales: son degradadas a una velocidad mayor que las
proteínas de vida media corta. En este grupo se ubican proteinas que
resultan de errores en 1a sintesis, de una mutación sin sentido o que son
incompletas.

Las proteasas pueden clasificarse en cuatro grupos según las
caracteristicas del sitio activo.
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a) Serín-proteasas: están caracterizadas por la presencia de un residuo
serina en su sitio activo y el mecanismocatalitico involucra 1a unión
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 (TPCKo TLCK).Estos últimos inhibidores no son tan específicos ya

que también inhiben a las cisteín-proteasas.
b) Cisteín o tiol-proteasas: estan caracterizadas por 1a presencia de un

residuo cisteina en el sitio activo, que participa en la formación del
complejo covalente con el sustrato.

Son inhibidas por bajas concentraciones de p-hidroximercuribenzoato (p­
HMB)y p-cloromercuribenzoato (p-CMB), como también por agentes alquilantes

(iodoacetato, iodoacetamida y N-etil-maleimida). El PMSFtambién es capaz
de inhibir a las cistein-proteasas, pero a diferencia de las serin­
proteasas, 1a inhibición puede ser revertida por ditiotreitol. Estos
reactivos no son específicos para la cisteina de sitio activo y reaccionan
con otros residuos sulfhidrilos presentes en la estructura proteica,
pudiendo resultar o no en la inhibiciónl de la actividad enzimática. Se
utiliza el L-trans-epoxisuccinil-leucilamido (4-guanidinio) butano,
conocido comoE-64, comoinhibidor específico de sitio activo.

c) Aspartil-proteasas: también llamadas proteasas ácidas, poseen dos
residuos de ácido aspártico en el sitio activo y se cree que el mecanismo
de catálisis es de tipo ácido-base más que de formación de un complejo
covalente enzima-sustrato. La pepstatina es el inhibidor específico de
sitio activo.

d) Metalo-proteasas: poseen un metal en el sitio activo como parte
integral de su estructura y probablemente actúan aumentando la
núcleofilícidad de una molécula de agua y polarizando la unión peptídica
que se va a clivar, antes del ataque nucleofílico. Son inhibidas por
agentes quelantes de metales comoel EDTA,el EGTAy la 1,10-fenantrolina.

Las proteasas también se clasifican en endoproteasas o en exoproteasas.
Las exoproteasas sólo son capaces de olivar 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 embargosi 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 libre adJacente no siempre previene el ataque
endoproteolítico.
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AMINOPEPI‘IDASAS: CLASIFICACION, ESTRUCTURA Y FUNCION

Las aminopeptidasas catalizan la hidrólisis de aminoácidos desde el
extremo N-terminal de proteínas y péptidos, requiriendo que el residuo N­
terminal presente el a-amino no sustituido. Dado que las aminopeptidasas
sólo exhiben este requerimiento y no el reconocimiento simultáneo del
extremo C-terminal del sustrato, en sentido estricto puede considerarse a
las aminopeptidasas comoproteinasas, 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 (McDonald 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 según diversas caracteristicas
dependiendo del interés particular del investigador que resulta en 1a
definición de clases no excluyentes (Taylor, 1993 a, b).

1) Númerosde residuos clivados del extremo N-terminal del sustrato: las

enzimas que remueven de a un aminoácido desde 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 remueventripéptidos N-terminales.

2) Respecto a 1a eficiencia relativa de 1a actividad de hidrólisis sobre
aminoácidos cromogénicos: La Leucina aminopeptidasa, por ejemplo, hidroliza
con mayor eficiencia el derivado cromogénico de la leucina y de otros
aminoácidos hidrofóbicos, con respecto a otros aminoácidos cromogénicos que
también son hidrolizados. Se han descripto también Arginina, Metionina,
Alanina, Cisteína, Glutámico, Aspártico y Prolina aminopeptidasas. Esta
clasificación, eminentemente práctica, no representa necesariamente 1a
especificidad de estas enzimas sobre los sustratos endógenos. Como se
detalla mas extensamente en el capitulo de Resultados, raramente 1a
cinética de hidrólisis de aminoácidos cromogénicos es comparable a la de

péptidos que exhiben en su extremo N-terminal el mismo residuo que el

aminoácido cromogénico.

3) Según la localización subcelular: Se ha reportado la existencia de
enzimas solubles, localizadas en el citoplasma o dentro de organelas como
el lisosoma (o 1a vacuola) y la mitocondria. También se han detectado

aminopeptidasas unidas a membrana.
4) Por la suceptibilidad a inhibidores de aminopeptidasas tales como la

bestatina, la amastatina y la puromicina.
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5) De acuerdo al pH al cual presentan actividad máxima: Las
aminopeptidasasse clasifican, entonces, en neutras, ácidas o alcalinas.

6) Dado que la gran mayoría de las aminopeptidasas conocidas son metalo­

enzimas, se las puede clasificar según el metal que poseen y por los
aminoácidos o secuencias consenso implicadas en la unión del metal a la
enzima. Este podria ser el criterio más racional para establecer una
clasificación que permita formular relaciones evolutivas o de homologias
estructurales entre las aminopeptidasas.

Rawlings y Barrett (1993), basándose en la información disponible a esa
fecha de las secuencias aminoacidicas de proteinasas y peptidasas
conocidas, formularon una clasificación de las mismas en familias
evolutivas. El primer criterio de clasificación fue llamado tipo, y se
refiere al grupo quimico responsable de la catálisis (serin—, cisteín-,
aspartil- y metalo-enzimas). Dentro de cada tipo se definen familias que
comprendenenzimas, cada una de las cuales exhibe relación evolutiva con al
menosuno de los otros miembros, tanto en 1a totalidad de la secuencia o al
menos, en la parte de la secuencia responsable de la actividad catalitica.
Un clan comprendeun grupo de familias para las cuales existen indicios de
relación evolutiva a pesar de la ausencia de similitud estadísticamente
significativa entre las secuencias. Los indicios de relación evolutiva
entre familias surgen principalmente del ordenamiento lineal de los
aminoácidosdel sitio catalitico y de la estructura terciaria.

Considerando las metalo-enzimas en su totalidad, sean con actividad
endoproteolítica o exoproteolitica, las estructuras que exhiben son
excepcionalmente diversas y, según estos autores, se clasifican en 25
familias distintas. Dentro del tipo metalo-enzima se define un único clan
que comprende a 13 de las 25 familias, las cuales comparten la secuencia
consenso de unión del zinc (beRbebc; donde H es un residuo de
histidina; E es un residuo de ácido glutámico; b es un residuo no cargado;
c es un residuo hidrofófico y x es cualquier aminoácido). Aparte de esta
secuencia consenso, un residuo de ácido glutámico, distante linealmente de
la misma, también participa en la unión del zinc.

Comprendidaen este clan está 1a família de la Alanina aminopeptidasa de
membrana de mamíferos. Dentro de esta familia se clasifican la

aminopeptidasa N de Ehcherichía c011, la Lisina aminopeptidasa de
Lactococcus 5p., la aminopeptidasa II y 1a Alanina/Arginina aminopeptidasa

de saccharamyces cerevísiae y la leucotrieno A4 hidrolasa humana, enzima
bifuncional que además de ser responsable de la conversión de leucotrieno

A4 en leucotrieno B4 posee actividad aminopeptidasa, siendo el zinc
necesario para ambasactividades. También, dentro de esta familia se halla



Introducción 5

el antígeno de ratón BP-1/6C3 que exhibe actividad aminopeptidásica. El
análisis de 1a secuencia de nucleótidos del gen que codifica para este
antígeno reveló que el mismo es idéntico a la aminopeptidasa A de membrana

de mamíferos. Todos los miembros de esta familia poseen un átomo de zinc

por monómerode enzima. Se ha postulado que el residuo de ácido glutámico
ubicado en la secuencia consenso de unión del zinc (beEbebc) no
participa en la coordinación del metal, sino que está involucrado en el
mecanismode catálisis.

Existe otra família de aminopeptidasas que exhibe las siguientes
caracteristicas: poseen dos átomos de zinc por monómerode enzima y los
residuos implicados en la unión de los átomos metálicos son lisina 250,
aspártico 255, aspártico 273, aspártico 332 y glutámico 334 (los números
corresponden al orden lineal de aminoácidos de la Leucina aminopeptidasa de
mamíferos, miembro prototipico de esta familia). con un ordenamiento
tridimensional tal que los dos átomos de zinc se hallan contiguos,
definiendo un sitio en la enzima llamado cocatalitico (Vallee y Auld,
1993). En esta familia también se clasifican la Leucina aminopeptidasa de
Aeromonassp., las aminopeptidasas A de E. coli, de Salmonella tbyphimurium

y Rickettsia prowasekii y las Leucina aminopeptidasas de Arabidopsis
thalíana y Solanum tuberosum.

La aminopeptidasa I de S. cerevisiae define otra familia integrada
únicamente por esta enzima de 1a cual se ignora cuales son los residuos
involucrados en la unión del zinc.

Otra familia está integrada por las Metionina aminopeptidasas de E. coli,
S. Thyphimurium,Bacillus subtilis y S. cerevisiae, la aminopeptidasa P de
E. coli y la X-Pro dipeptidasa humana y de E. coli. Se ignora cuales son

los aminoácidos implicados en 1a unión del metal.
A excepción de la familia de la Metionina aminopeptidasa, para alguno de

los miembrosde las otras tres familias de aminopeptidasas se ha reportado
inhibición de la actividad enzimática por bestatina (Róhn, 1982; Achstetter
y col., 1983; Burley y col., 1991; Schalk y col., 1994; Tsuge y col.,
1994).

Acerca del mecanismode catálisis de las aminopeptidasas el conocimiento

que se posee proviene casi exclusivamente de estudios bioquímicos y
cristalográficos 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
átomos de zinc (Carpenter y Vahl, 1973) que se hallan contiguos en el
monómero (Burley y col., 1992; Vallee y Auld, 1993). Los átomos de zinc
están unidos a 1a enzima con diferente afinidad; el zinc que ocupa el sitio
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1 es fácilmente intercambiable no asi el zinc del sitio 2 que está
fuertemente unido a la enzima.

Para designar los residuos aminoacidicos del sustrato y los respectivos
sitios de unión de la enzima, se seguirá la convención formulada por
Schechter y Berger (1967), según la cual el residuo N-terminal y los

residuos sucesivos se designan comoP1;P’1;P'2;P'3; etc.y los respectivos
sitios de unión de la enzima como81:8'1;S'2;S’3; etc. donde el sitio de
clivaJe está entre el Sl y el S'l.

Según esta convención, la Leucina aminopeptidasa de cristlino bovino es

capaz de olivar cualquier Lraminoácido que se halle en la posición P1, a
excepción de hallarse lisina o arginina en la posición P1 o P’1, o prolina
o hidroxiprolina en la posición P'l. El aminoácido que ocupa la posición
P'z no parece tener mayor efecto sobre la hidrólisis del aminoácido 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 uM;Ki para bestatina 1,3 nM). Los estudios cristalográficos
llevados a cabo sobre los respectivos complejos enzima-inhibidor han
aportado inferencias muy importantes sobre el mecanismocatalítico de esta
enzima (Burley y col., 1991; Burley y col., 1992; Kimy Lipscomb, 1993).

A pesar que es mucho lo que se ignora sobre el mecanismocatalitico de la
Leucina aminopeptidasa, la mayoria de los estudios realizados llevan a
suponer un mecanismode tipo básico para la catálisis. El clivaJe de la
unión peptídica del aminoácido N-terminal del sustrato involucra un ataque
nucleofílico sobre el átomo de carbono del carbonilo y un ataque
electrofilico sobre el NHde la amida de esta unión (Kimy Lipscomb, 1993).

Hay evidencias cristalograficas de la presencia de una molécula de agua
involucrada en el sitio 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 más nucleofilico (tipo hidróxido) por sus
interacciones con los átomos de metal y con el residuo de acido aspartico
255. Este residuo de ácido aspártico esta involucrado a través de su
carboxilo en la coordinación del átomo de zinc del sitio 1. Podria ser que
este residuo por un cambio conformacional libere su carboxilo de la
interacción con el metal y actúe como base secuestrando un protón de la

molécula de agua. Comoresultado de este ataque se forma un compuesto de
reacción intermediario, un carbonilo tetrahédrico hidratado que posee
uniones no covalentes con la enzima. Se supone que la amastatina y la
bestatina se comportan comoun análogo de este compuesto intermediario, en
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su unión a la Leucina aminopeptidasa. Comose observa en la Figura A, el
carbono 2 de ambos inhibidores es tetrahédrico y lleva un residuo
hidroxilo.
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Figura A: Arriba: Amastatina, (28,SR)-3-amino—2-hidroxi-5-metil-hexanoil-L­
valil-L-valil-L-ácido aspártico. Medio: Bestatina, (28,3R)-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 P1 y P'i siguen 1a convención de Schechter y Berger
(1967).

Se ha propuesto alternativamente un mecanismode catálisis anhidra, en el
cual el carbonilo escindible es directamente -atacado por un residuo
nucleofílico de la enzima, que resultaría en la formación de un
intermediario unido covalentemente a la enzima, como es el caso de las
serin-proteasas. El análisis cristalográfico de la Leucina aminopeptidasa
nativa o complejada con bestatina o smastatina no muestra ningún residuo
nucleofilico en el sitio activo que esté en posición comopara atacar el
carbonilo escindible del sustrato, suponiendo que el carbono 2 de ambos
inhibidores son homólogosa1 carbonilo escindible de un verdadero sustrato
peptidico. Así, un mecanismode catálisis anhidra no parece probable para
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1a Leucina aminopeptidasa debido a1 ordenamiento tridimensional de los
residuos del sitio activo.

La Figura B muestra los posibles intermediarios formados según los dos
tipos de mecanismode catálisis propuestos.
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Figura B: Intermediarios de proteólisis de una metalo-aminopeptidasa
Arriba: Intermediario formadodurante la catálisis de tipo basica. La base
se representa como un residuo que porta un grupo carboxilo, el cual ha
secuestrado un protón de la molécula de agua. Abajo: Intermediario formado
durante la catálisis de tipo anhidra. El residuo que ataca el carbonilo
escindible se representa comoun residuo que porta un grupo carboxilo. Las
uniones covalentes se representan con lineas llenas y las uniones puente
hidrógeno con lineas punteadas (tomado de Kimy Lipscomb, 1993).

Se ha observado que la Leucina aminopeptidasa libre de metal no posee

actividad enzimática (Hanson y Frohne, 1976). Las determinaciones

cristalográficas de los complejos bestatina-enzima y amastatina-enzima
muestran que el amino N-terminal de ambos inhibidores están coordinados con
uno de los átomos de zinc, aquél que está 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 muyprobablemente en su forma neutra, no protonada.

Los dos átomos de zinc también estan involucrados en la unión con el

oxigeno del hidroxilo del carbono 2 de la bestatina y de la amastatina y
muyprobablemente también con el oxigeno del carbonilo del sustrato. Se ha
postulado, a partir de la modelización de unión del dipéptido Len-Val al
sitio activo de la Leucina aminopeptidasa, que el oxigeno del carbonilo
escindible, ademas de la interacción con los átomos de zinc, también se
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halla dentro de la distancia de unión de puente hidrógeno al grupo
guanidinio del residuo arginina 336, según una de las conformaciones que
este residuo puede adoptar. Por lo cual, se ha propuesto que este residuo
arginina 336 podría moverse hacia el sustrato unido para interactuar y
polarizar aún más el carbonilo escindible y así promover el ataque
nucleofílico sobre el carbono del carbonilo. Este rol electrofílico podria
ser compartido con el átomo de zinc del sitio 1, que también interactúa con
el oxígeno del carbonilo. La presencia del residuo arginina 336 podria
eliminar el requerimiento absoluto de metal en el sitio 1 para que ocurra
la catálisis, tal es el caso de la Leucina aminopeptidasa nativa de riñon
porcino (Van Wart y Lin, 1981). Este residuo arginina está conservado en
las aminopeptidasas A de E. coli y de S. thyphimurium, como asi también en

la Leucina aminopeptidasa de A. thaliana, todas ellas miembros de la
familia de la Leucina aminopeptidasa (Rawlings y Barrett, 1993).

El intermediario tetrahédrico formadopor el ataque nucleofilico del agua
lleva una carga neta negativa en el oxigeno del carbonilo y es estabilizado
a través de la interacción con los dos átomos de zinc y el residuo arginina
336. La descomposición de este intermediario a sus productos estaría
facilitada por un dador de protones del sitio activo que actúe sobre el

nitrógeno del residuo ubicado en la posición P’l del sustrato, involucrado
en la unión amida a clivarse. El análisis cristalográfico de la Leucina
aminopeptidasa indica que la cadena lateral de la lisina 262 está en
posición para poder efectuar un ataque electrofilico sobre ese grupo.

La Figura C muestra un representación esquemática del mecanismo de
catálisis propuesto a partir de estudios cristalográficos. Este modeloes
compatible con los estudios bioquímicos de la Leucina aminopeptidasa. Esta
enzima presenta actividad enzimática en el rango de pH 6 a 11, exhibiendo
un máximo alrededor de pH 9 (Mc Donald. y Schwabe, 1977). A este pH el

carboxilo del Asp 255, cuyo pKa está 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 pKa de 13,

podría estar en su forma protonada, coincidiendo con el rol electrofilico
propuesto. El grupo amino de la cadena lateral del residuo Lis 262 tiene un

pKa de 10. Es probable que a pH 9 exista un equilibrio entre la forma
protonada y la forma no protonada. El estado de equilibrio de la
protonación de este residuo es coherente con la función propuesta para el
mismo.



Figura C: Mecanismode catálisis de la Leucina aminopeptidasa. Las uniones
covalentes están representadas con líneas llenas y las uniones no
covalentes con líneas punteadas. Arriba: El dipéptido Len-Val está 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 más nucleofilico por
el residuo Asp 255, que actúa 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 468) y el residuo Arg 336. Medio: El

intermediario tetrahédrico formadose estabiliza por sus interacciones no
covalentes con los átomos de zinc y el residuo Arg 336. La descomposición
de este intermediario es facilitada por la protonación del grupo amino del
residuo valina por acción de la Lis 262. Abajo: el estado de protonación
original de los residuos del sitio activo puede ser restaurado por 1a
transferencia del protón del carboxilo del residuo Asp 255 a1 grupo amino
de 1a cadena lateral del residuo Lis 262 (tomado de Kimy Lipscomb,1993).
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El presente modelo de catálisis fue formulado en base a estudios

realizados exclusivamente con la Leucina aminopeptidasa purificada de
cristalino de mamíferos (Kimy Lipscomb, 1993). Ciertos aspectos generales
del mismopodrian extenderse a otras metalo-aminopeptidasas, en particular
a aquellas aminopeptidasas que pertenecen a la misma Ihmilia de la Leucina
aminopeptidasa.

Si bien no se ha reportado hasta la fecha ningún estudio cristalográfico
de alguna de las aminopeptidasas perteneciente a la familia de 1a Alanina
aminopeptidasa de membranade mamíferos, que permita formular un modelo del

mecanismode catálisis para este importante grupo de aminopeptidasas, si se
han realizado tales estudios para algunos de los miembros de la familia de
1a termolisina (metalo-endopeptidasas). Estas dos familias pertenecen a un
mismo clan (Rawlings y Barrett, 1993); ambas familias exhiben la misma

secuencia consenso de unión de zinc: His-G1u-X-X-His y distante 18-20
aminoácidos se encuentra otro residuo de ácido glutámico. Los estudios
cristalográficos de la termolisina y de una proteasa neutra de Lhcillus
cereus revelaron que los dos residuos histidina de la región consenso y el
residuo de ácido glutámico distante de la misma son los tres residuos
implicados en la coordinación del único átomo de zinc. Una molécula de agua

completa la coordinación del metal. Se ha postulado que el residuo de ácido
glutámico que se encuentra en la secuencia consenso actúa como una base
activando una molécula de agua a un estado más nucleofilico (Vallee y Auld,
1990). Por lo tanto, la función de este residuo de ácido glutámico es
similar a 1a función propuesta para el residuo de ácido aspartico 255 de la
Leucina aminopeptidasa.

En coincidencia con este postulado y validando la extensión de las
conclusiones obtenidas sobre el estudio de miembros de la familia de la

termolisina a la familia de la Alanina aminopeptidasa, se observó para una

de las enzimas pertenecientes a esta familia, 1a leucotrieno A4 hidrolasa,
que la sustitución por mutagénesis dirigida del residuo de acido glutámico
de 1a secuencia consenso por un residuo de alanina determina que la

proteína mutada, que tiene unido el átomo de zinc, carece de la actividad
aminopeptidasa que si posee la enzima no mutada (Minami y 001., 1992).

Se ha reportado para varias enzimas de la familia de la Alanina
aminopeptidasa inhibición competitiva de la actividad enzimática por
bestatina y amastatina (Róhm, 1982; Achstetter y col., 1983; Gros y 001.,
1985; Hersch, 1985; Muskardin y col., 1994). Estos resultados, Junto con la
proposición que el residuo de ácido glutámico de la secuencia consenso
actúa como base activando una molécula de agua a un estado más

nucleofilico, responsable del ataque sobre el carbonilo a clivarse, y que
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no se ha aislado aún ningún intermediario unido de forma covalente a alguna
de las aminopeptidasas que integran 1a familia de 1a Alanina aminopeptidasa
pueden llevar a plantear que el mecanismode catálisis para esta familia de
metalo-aminopeptidasas es escencialmente similar a1 propuesto para la
Leucina aminopeptidasa.

Las aminopeptidasas están involucradas en variadas funciones. La mayoría
de las proteinas sufren 1a remoción del residuo iniciador metionina por
acción 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 maduración del factor a (Jones, 1991).

Para la mayoria de las aminopeptidasas intracelulares, citosólicas o
lisosomales, se ha propuesto 1a participación de las mismas en las etapas
finales de 1a degradación proteica (Botbol y Scornick, 1991; Arbesú y col.,
1991).

Estudios llevados a cabo sobre aminopeptidasas unidas a membrana,
aisladas de riñón y de cerebro de mamíferos revelaron una importante
función de estas enzimas en la degradación e inactivación de distintos
péptidos bioactivos. La aminopeptidasa A, que es idéntica al antígeno de
ratón BP-1/6C3y que oliva específicamente residuos de ácido aspártico y de
ácido glutámico N-terminales, se ha detectado en células epiteliales y
endoteliales del glomérulo y del túbulo contorneado proximal, en las
microvellosidades placentarias, en las células pre-B y en las células
epiteliales de los ductos interlobulares del páncreas. Esta enzima inactiva
la angiotensina II por remoción del residuo aspártico N-terminal. Estudios
llevados a cabo en células epiteliales del glomérulo demostraron la
inducción de esta aminopeptidasa por concentraciones fisiológicas de
glucocorticoides a través de un mecanismomediado por receptor (Stefanovic
y col., 1991).

La aminopeptidasa Maislada de cerebro de rata es capaz de hidrolizar in
vitro 1a encefalina. Dado el hecho que la distribución tisular de esta
enzima se correlaciona estrechamente con la distribución de receptores

opiáceos se ha propuesto que esta aminopeptidasa podria estar involucrada
en la regulación del nivel de actividad de esta hormona (Gros y col., 1985;
Hersch, 1985).

Es interesante señalar aquí la influencia particular que ejerce la
presencia de residuos prolina sobre la maduración v degradación de péptidos
y proteinas de acción 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 señal en
el reticulo endoplasmático. Otros eventos proteoliticos pueden ocurrir en
el tránsito a través del aparato de Golgi y en las vesículas secretortias.
Las etapas claves en el procesamiento de pro-péptidos son el clivaje
endoproteolítico sobre el lado carboxi de un par de residuos básicos, y la
posterior remoción de estos residuos básicos C-terminales por acción de
carboxipeptidasas. Dependiendo del tipo particular de proceso de
maduración, también pueden ocurrir otros eventos no proteoliticos como 1a
ciclización del residuo glutámico N-terminal, N-a-acetilación, C-amidación
y glicosilación.

El precursor de la sustancia P no es clivado en el lado carboxi del par
de residuos básicos conservados (-Arg-Arg-Pro-) dada la presencia del
residuo prolina sino que es clivado entre ambos residuos arginina,
resultando en un péptido bioactivo maduro cuya secuencia N-terminal es Arg­
Pro—. Otro ejemplo más complejo es la conversión, en el lóbulo intermedio
de la pituitaría, del ACTH(1-39) (hormonatrófica de la corteza adrenal)
en a-MSH (1-13) (hormona estimulante de melanocitos) y en CLIP (18-39)

(péptido corticotrófico del lóbulo intermedio). Estos dos fragmentos
bioactivos están unidos por una región de cuatro residuos básicos. El
clivaje endoproteolítico 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 posición 19 se halla un residuo prolina. Estos ejemplos, junto a
otros, señalan que las proteasas involucradas en la maduración intracelular
de péptidos bioactivos normalmenteson incapaces de clivar uniones X-Pro.

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

La dipeptidil aminopeptidasa IV hidroliza con alta eficiencia dipéptidos
X-Pro de varios péptidos bioactivos: ñ-casomorfina (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly­
Pro-Ile); sustancia P (Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-...); polipéptido pancreático
(Ala-Pro-Leu-...); prolactina (Thr-Pro-Va1-...) o subunidad a de 1a
gonadotrofina coriónica (Ala-Pro-Asp—...). Dado que la dipeptidil
aminopeptidasa IV se encuentra en altas concentraciones en la cara luminal
del endotelio y en riñón, hormonas peptídicas circulantes podrían ser
atacadas por esta enzima. La secuenciación de varias hormonas como la
subunidad a de la gonadotrofina coriónica, de la folículo estimulante, de



Introducción 14

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 acción de la dipeptidil aminopeptidasa IV. Sin embargo, a
excepción de la sustancia P, la remoción del dipéptido X-Pro de las otras
hormonas no determina la pérdida de actividad biológica. La acción de 1a

dipeptidil aminopeptidasa IV podría facilitar la posterior degradación por
otras aminopeptidasas.

Otra enzima que podría estar implicada en la degradación de péptidos que
contienen motivos N-terminales X-Pro es la aminopeptidasa P. Esta enzima
está unida a membrana,con una distribución amplia en tejidos, y es capaz
de hidrolizar aminoácidos adóacentes a un residuo prolina. En el pulmón
inicia la degradación de la bradikinina circulante, removiendola arginina
N-terminal. El octapéptido generado es luego degradado por la

aminopeptidasa M.

Análogamente, existen proteasas intracelulares que participan en la
degradación de proteínas, que exhiben una alta especificidad para la
hidrólisis de uniones peptidicas en las cuales están involucrados residuos
de prolina, tales como 1a dipeptidil aminopeptidasa II, 1a 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).

Ademásde todos estos ejemplos, que señalan las distintas funciones que
cumplen las aminopeptidasas en el metabolismo de proteínas y péptidos, cabe
mencionarse el caso de la aminopeptidasa A de E. coli y la aminopeptidasa N
de membrana de mamíferos.

La presencia de la aminopeptidasa A es un requerimiento absoluto para la
estabilización de las formas multiméricas del plásmido ColEl, que ocurre

por un proceso de recombinación para dar formas monoméricas del mismo

(Stirling y col., 1989). A través de mutagénesis dirigida se obtuvo una
aminopeptidasa A carente de actividad enzimática pero que funcionaba
normalmente en el proceso de recombinación (McCulloch 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 X homóloga a la enzima de cerdo, no

puede sustituirla en su función de receptor del virus. A partir de los
clones de cDNAde ambas enzimas se construyeron una serie de estructuras

quiméricas entre ambos y del ensayo de la capacidad de los mismos para
conferir infectividad, se mapeóla región de la enzima porcina responsable
de la unión con el virus. Esta región, que contiene los epitopes de tres
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anticuerpos monoclonales anti-aminopeptidasa N porcina capaces de bloquear

el proceso de infección, está 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 aminopeptidasica;
las mutaciones del sitio catalitico no afectaron 1a permisividad para el
virus, indicando que la actividad enzimática no está involucrada en el
proceso de infección (Delmasy col., 1994).

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

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

PROTEASASY PROTEOLISIS EN Shccharomyces cerevísiae

La levadura S. cerevisiae ha resultado ser un excelente modelo de célula

eucarionte para el estudio de la proteólisis dado que es fácilmente
manejable con técnicas genéticas, bioquímicas y de biología molecular. Así,
S. cerevisiae ha devenido en el organismo mejor estudiado en cuanto a la
naturaleza de sus sistemas proteoliticos y sus funciones en la fisiología
celular.

En base a ello y dado que el presente trabajo fue realizado en el
ascomicete Shocoboluspdatensis, se hará una revisión sobre las proteasas y
1a proteólisis en S. cerevisiae.

SISTEMA SECRETOR

Las levaduras pueden existir comodos tipos de células haploides, a o a,
y ambaspueden cruzarse para dar un diploide a/a. El cruzamiento se dispara
por la acción de feromonaspeptídicas, el factor a, producido por células a
y el factor a, producido por células a. Existen receptores en la superficie
celular que son especificos para el péptido opuesto a1 tipo celular y
median las respuestas celulares que se requieren para que el proceso de
cruzamiento tenga lugar. Ambos factores son sintetizados como

preproproteínas 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 aminoácidos que
presenta la siguientes caracteristicas: 1) una región hidrofófica N­
terminal que constituye la secuencia señal (que es removida por la
peptidasa señal); 2) un región hidrofilica que contiene tres sitios de N­
glicosilación y 3) una región C-terminal que contiene cuatro repeticiones
en tandem del factor a, separados entre si y de la región previa por
segmentos espaciadores. Cada segmento espaciador se inicia con un par de
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residuos básicos (Lis-Arg) seguido por dos dipéptidos de estructura
Glu/Asp-Ala. El primer procesamiento ocurre por acción 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 más grandes
que el factor a maduro, y deben aún sufrir dos procesamientos
exoproteoliticos. El primero, por acción de la carboxipeptidasa Kex 1,
produce la remoción de los dos residuos básicos carboxi-terminales, y el
segundo la remoción de los dos dipéptidos amino-terminales por acción de la

dipeptidil-aminopeptidasa A.
El factor a es un péptido de 12 aminoácidos sustituido en la Cis

carboxíterminal con un residuo farnesilo. Existen dos genes que codifican
para el precursos del factor a , de 36 y 38 aminoácidos ,y llevan una sola
copia del factor. Estos precursores no contienen secuencia señal ni sitios
de glicosilación. Además, son secretados en mutantes defectivas en
secreción a temperatura restrictiva, indicando que el factor a es procesado
y exportadopor una ruta secretoria distinta a la utilizada por el factor a
y otras proteinas de secreción.

Además, las levaduras pueden contener en su citoplasma estructuras de ARN
doble cadena encapsidadas que codifican tanto para un polipéptido tóxico
como para una función de imnunidad. La toxina es una estructura de dos

cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro que actúa sobre otras
células de levadura sensibles por un mecanismode dos pasos; 1) se fija a
un receptor en la pared celular, probablemente un 1,6-6-D-glucano. 2)
subsecuentemente se une a un receptor en la membranaplasmática 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 proteolítico. El precursor es un polipéptido de 316
aminoácidos y contiene: 1) un segmento de 44 aminoácidos que sirve como

secuencia señal (llamado 8), 2) la subunidad a de la toxina madura, 3) una
región espaciadora de 86 aminoácidos (llamada 1) que contiene tres sitios
de N-glicosilación y 4) 1a subunidad B de la toxina madura. Aún se ignora
si la secuencia señal es removida por la peptidasa señal. 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 a y
el espaciador (Arg148-Arg149)y entre el espaciador y el extremo N-terminal
de la subunidad B (LisZSZ-Ar3233). Se ha sugerido que el clivaJe entre el
segmento líder y la subunidad a (Pro43-Arg44) 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. El segundo



Introducción 17

procesamiento se debe a la acción 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 señal 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 aminoácidos deducida muestra una alta homologia con una de

las subunidades de 1a peptidasa señal de mamíferos (Greenburg y col.,
1989). Mutantes termosensibles de SEC 11 crecidas a la temperatura

restrictiva no son viables (Bohniy col., 1988).
La endoproteasa Kex2 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 membranaubicada en el aparato de
Golgi, que requiere Ca2+para su actividad (Franzusoff y col, 1991). El gen
KEX2 fue identificado por mutaciones que prevenian la producción de la
toxina killer y causaba esterilidad en células del tipo a porque fallaba en
1a producción del factor a maduro (Leibowitz y Wickner, 1974).

La carboxipeptidasa Kex l es un glicoproteina integral de membrana
probablemente ubicada en el aparato de Golgi. Esta enzima, que pertenece al
grupo de las serín-proteasas, parece tener especificidad sólo sobre
aminoácidos básicos (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 comoen su topología (Julius y col., 1983; Roberts y
col., 1989).

Ninguna de estas proteasas, a excepción de la peptidasa señal, son
esenciales para la viabilidad celular.

SISTEMA VACUOLAR

La vacuola fúngica es a menudo descripta como una organela análoga a1
lisosoma de las células de mamíferos. Comparten 1a característica de ser
compartimientos acidicos que contienen enzimas hidroliticas. Además de
intervenir en 1a degradación de macromoléculas, participa en el
almacenamientode metabolitos y en 1a regulación de la concentración iónica
y del pH del citoplasma. En este sentido la vacuola fúngica 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 RNAsasolubles;
a-manosidasa, fosfatasa alcalina y ATPasaunidas a membrana.

El sistema proteolitico vacuolar está constituido por dos endopeptidasas,
proteinasa A 37 proteinasa B, y cinco exopeptidasas, carboxipeptidasa Y,
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carboxipeptidasa S, aminopeptidasa I, aminopeptidasa Co (ó Y) y dipeptidil­
aminopeptidasa V, siendo esta última 1a única asociada a la membrana.

La proteinasa A, que pertenece a 1a 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 remoción del péptido señal
de 22 aminoácidos. La segunda es la remoción de un fragmento N-terminal de

47 aminoácidos durante el pasaje de Golgi a vacuola. Este proceso es
autocatalítico, ya que se observó acumulación de la forma inmadura cuando

se estudió el procesamiento de una mutante que llevaba un residuo
asparragina en lugar del aspártico de sitio activo. El último procesamiento
es la remoción de un fragmento N-terminal de 7 aminoácidos por acción de 1a

proteinasa B. Estas dos últimas formas tienen actividad proteolítica 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 maduración. Después de la remoción del péptido señal, la

proteina pierde un fragmento N-terminal de 260 aminoácidos a través de un
mecanismointramolecular y autocatalítico que sucede a nivel del reticulo
endoplasmático. E1 tercer clivaje, que ocurre a nivel del aparato de Golgi,
está 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 último

clivaje sucede a nivel de la vacuola y es, presumiblemente, autocatalítico,
sobre el extremo C-terminal. Sólo esta última forma madura de 31 kDa es

activa proteolíticamente 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 serín-proteasas y presenta una amplia especificidad de
sustrato. Durante su maduraciónsufre tres clivaJes proteolíticos. Después
de la remoción del péptido señal, un fragmento N-terminal es removido por

la proteinasa A durante el tránsito de Golgi a 1a vacuola. E1 tercer evento
de clivaje está 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 aún

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
señal de 39 aminoácidos y además posee cinco sitios posibles de N­

glicosilación. Se ha observado actividad de carboxipeptidasa S en cepas
defectivas en proteinasa A y B, indicando que su actividad es independiente
de 1a presencia de las endoproteinasas (Spormanny col., 1991).
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La aminopeptidasa I es una metaloglicoproteina de 640 kDa formada por 12

subunidades. Dado que 1a actividad de la aminopeptidasa I está muy

disminuida en cepas defectivas en proteinasa A, se supone 1a maduración de

un precursor de esta actividad mediado por proteinasa A. De acuerdo con
esto, la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida del gen con la
secuenciación del N-terminal de la proteina madura, revela la existencia de
una prosecuencia de 45 aminoácidos. Ademásel gen de la aminopeptidasa I no

parece codificar para una secuencia señal de los tipos caracteristicos
responsables para la entrada al reticulo endoplasmático (Cueva y col.,
1989; Chang y Smith, 1989).

La aminopeptidasa Co es una metaloproteína de 100 kDa que cuya actividad

es estimulada por cobalto (Achstetter y col., 1982). Recientemente,
Yasuharay col. (1994) reportaron la purificación de una actividad vacuolar
de características similares a 1a aminopeptidasa Co, vug. hidroliza
preferencialmente, entre una serie de aminoácidos cromogénicos, los
derivados de aminoácidos básicos y la actividad hidrolitica sobre todos
ellos es estimulada por cobalto. A diferencia de la aminopeptidasa Co, cuyo
peso molecular se estimó por filtración 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 observó, que al igual que otras

enzimas vacuolares, la aminopeptidasa Y, se sintetiza como una
preproproteina, es decir, posee una secuencia N-terminal responsable del
ingreso al reticulo endoplasmático, seguida de otra secuencia peptídica
cuya remoción por acción de 1a proteinasa B resulta en 1a formación de la
proteína madura activa (Nishizawa y col., 1994; Yasuhara y 001., 1994).

La dipeptidi1-aminopeptidasa V es una glicoproteína integral de membrana
de 120 kDa. La secuencia señal permanece en la proteina madura y funciona

como anclaje a la membrana, exponiendo el amino terminal en 1a cara

citoplasmática de la vacuola. La actividad de esta enzima no es dependiente
de proteinasa A (Suarez Rendueles y Wolf, 1987; Roberts y 001., 1989).

Ignorando la contribución de la peptidasa señal, se puede resumir el
conocimiento que se posee sobre la producción 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 activación. La proteinasa A es
esencial en la producción de si misma, de 1a proteinasa B, de la
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 sólo es absoluto en la producción de si misma y de la
aminopeptidasa Y, mientras que en los otros casos (proteinasa A y
carboxipeptidasa Y) la falta de ¡mocesamiento por 1a proteinasa B igual
resulta en moléculas activas.

El uso de mutantes de estas proteasas ha permitido estudiar la función de
1a proteólisis vacuolar en el metabolismo celular. Durante el crecimiento
logaritmico de S. cerevisíae en medio rico con glucosa, la tasa de
degradación proteica es de aproximadamente 1%/hora. El mismo análisis

realizado con una mutante defectiva en proteinasa A y proteinasa B
(defectiva también en todas aquellas hidrolasas dependientes de activación)
revela una disminución del 46% (0,54 %/hora). También se estudió la

participación del sistema vacuolar en la degradación de proteínas
anormales, inducida. por canavanina, un análogo de arginina. La tasa de
degradación 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 más largos, la tasa de degradación en la cepa mutante

disminuye hasta 1,3 %/hora, mientras la tasa de 1a cepa salvaje permanece
inalterada, indicando que durante los eventos tempranos de degradación de

proteinas anormales, el sistema vacuolar no está involucrado y que luego de
1a primera hora es responsable del 35 X de la degradación (Teichert y col.,
1987; Teichert y col., 1989).

Cuando la levadura crece en un medio de esporulación (acetato y sin
nitrógeno) la tasa de degradación proteica alcanza 3,3 %/hora y en cambio,
la tasa de degradación de una cepa defectiva en proteinasa A y proteinasa B
en las mismas condiciones es 0,46 %/hora, lo que equivale a una disminución
del 85 %. Esta notable disminución de la degradación proteica in vivo
debido a la ausencia de ambas proteinasas vacuolares coincide con
mediciones realizadas in vitro. Extractos crudos de células defectivas en
ambasproteinasas tienen disminuida en un 97 Z su capacidad para hidrolizar
metil[3H]-caseina y en un 86 % su capacidad para hidrolizar proteinas de
levadura marcadas con 1eucina[3H] (Teichert y 001., 1989). Utilizando esta

cepa defectiva en el sistema proteolitico vacuolar, mediante estudios de
microscopía electrónica, se observó la acumulación de vesículas autofágicas
en el interior de las vacuolas de células que crecían en un medio pobre
aumentando la cantidad de vesículas cuando las células alcanzaban
condiciones de hambreado (Simson y col., 1992). Mediante determinaciones

bioquímicas en vacuolas aisladas se determinó un aumento progresivo de 1a
concentración de enzimas citosólicas (glucosa-G-fosfato deshidrogenasa,
fructosa 1,6 difosfatasa, ácido graso sintetasa) durante el hambreadodel
cultivo (Egner y col., 1993).
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Todos estos resultados en conjunto señalan que la degradación vacuolar de
proteínas participa tanto en condiciones vegetativas de crecimiento, como
en condiciones de stress nutricional, siendo su participación decisiva en
condiciones de ayuno. En coincidencia con esto, se ha observado durante la

deprivación de glucosa, y, en un grado menor, de nutrientes nitrogenados un
aumento muyconsiderable (nueve veces y tres veces, respectivamente) de la
actividad de proteinasa A, proteinasa B y carboxipeptidasa Y (Betz y
Weiser, 1976; Hansen y col., 1977).

Ademásdel efecto sobre la degradación proteica, la ausencia de las dos
endoproteinasas vacuolares determina la incapacidad de las células
diploides para esporular. La depleción de nucleótidos de guanina, que
inicia la esporulación en células tipo salvaje en condiciones ricas en
nitrógeno, no restaura la esporulación de células defectivas en proteinasa
A y proteinasa B en las mismas condiciones, indicando que la alteración de
otro evento distinto del suministro de aminoácidos es responsable de la
incapacidad de esporular de mutantes defectivas en ambas proteinasas. Se
estudió también 1a viabilidad celular en condiciones de hambreado. Mientras

que 1a cepa salvaje v 1a cepa defectiva en proteinasa B mantienen un 100 %

de viabilidad después de 8 dias de ayuno de nitrógeno, 1a 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 fósforo, por lo tanto, 1a proteinasa A es una enzima
crucial, esencial para la sobrevivencia celular en condiciones de stress
nutricional (Teichert y col., 1989).

Debeseñalarse además, 1a 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 expresión acompañan los
niveles de estas proteinasas (Hanseny col., 1977).

SISTEMA CITOSOLICO

El sistema proteolitico citosólico está constituido fundamentalmentepor
la proteinasa E o proteosomao proteinasa multicatalitica o partícula 20 S
(Achstetter y col., 1984 b). Esta enzima, conservada en todos los
organismos eucariontes, es un complejo de alto peso molecular (650-700 kDa)
con una estructura cílindrica hueca caracteristica, formadapor 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 consumode ATPuniones peptidicas sobre el lado
carboxi de aminoácidos hidrofóficos, neutros, básicos y ácidos, utilizando
péptidos cromogénicos como sustratos. Los estudios llevados a cabo con



Introducción 22

distintos inhibidores de proteasas sobre la enzima purificada de mamíferos
permiteron establecer la existencia de al menos tres sitios distintos
responsables de sus actividades catalíticas (actividad tipo quimotripsina,
actividad tipo tripsina y actividad hidrolizante sobre aminoácidosácidos)
(Orlowski y Michaud, 1989). Esta caracterización fue confirmada con el
aislamiento de mutantes de S. cerevisiae, defectivas en la actividad
químotripsina (Heinemeyery col., 1991, b) o en 1a actividad hidrolizante
sobre aminoácidos ácidos (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 mamífero mostraron que esta enzima es

capaz de asociarse con otras proteinas, en una reacción dependiente de ATP,
para constituir una proteinasa de 26 S (1.500 kDa) que es capaz de degradar
proteínas ubiquitinadas con consumode ATP(Eytan y col., 1989; Driscoll y
Goldberg, 1990). Es posible que la actividad catalitica independiente de
ATP del proteosoma sea debido a1 desacople del mismo de las putativas

subunidades "regulatorias". La presencia de estas subunidades
"regulatorias" probablemente se requiera a fin de conferir dependencia
energética y especificidad a la proteasa 26 S asegurando asi que sólo sean
degradados aquellos sustratos destinados a la degradación. Es posible que
estas subunidades regulatorias estén involucradas en la unión con 1a 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 85 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 se obtuvieron por inserción
resultaron letales en todos los casos (Fujiwara y col., 1990; Emoriv col.,
1991). En 1991, Heinemeyer y col. aislaron mutantes termosensibles de SL

cerevisiae que tenían muy disminuida la actividad quimotripsina del
proteosoma a temperatura restrictiva. Esta cepa crece más 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 observó que la viabilidad
de esta cepa disminuye pronunciadamente cuando se la cultiva a 38%) o en
presencia de canavanina, además de observarse acumulación de proteinas
ubiquitinadas. Asimismo se determinó una disminución del 27%y del 43 % de

la degradación proteica respecto de la cepa salvaje cuando la mutante se
creció a 38%}y en presencia de canavanina, respectivamente (Heinemever y
col., 1991,b).
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Se estudió la degradación de 1a enzima ácido graso-sintetasa en esta
mutante. Esta enzima es un complejo compuesto por seis subunidades a y seis
subunidades B, con una vida media de aproximadamente 20 horas. La mutación

o deleción de una de las subunidades lleva a la degradación de 1a otra
subunidad. La subunidad a no ensamblada tiene una vida media de 1 hora y su

degradación es dependiente del proteosoma e independiente del sistema
vacuolar. La subunidad fl, en cambio, tiene una vida media de 3 horas en

condiciones de crecimiento vegetativo, obteniéndose el mismoresultado con
una cepa defectiva en el sistema vacuolar. Ademásse determinó la aparición
de subunidad B dentro de las vacuolas en condiciones de hambreado no asi de

la subunidad a. Estos resultados indican que durante el crecimiento
vegetativo la subunidad B no ensamblada es degradada por un sistema
proteolítico no vacuolar, mientras que en condiciones de hambreado es
importante la degradación 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 inactivación 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 inactivación catabólica ocurre en dos etapas: a la rápida
fosforilación de la enzima le sigue su degradación (Tortora y col-, 1981).
Cuandose estudió 1a intervención del sistema proteolítico vacuolar durante
la inactivación catabólica de la fructosa-1,6 difosfatasa, se observó que
1a cinética de inactivación de esta enzima como la desaparición del
antígeno fueron esencialmente iguales en una cepa salvaje y en una cepa
defectiva en proteinasa A y proteinasa B, indicando la participación de un
sistema degradativo distinto del vacuolar (Teíchert y col., 1989).
Recientemente se observó, utilizando una cepa de S. cerevísiae defectiva en
la actividad proteolítica del proteosoma, una marcada reducción de la
degradación inducida por glucosa de la fructosa-1,6 difosfatasa (Schork y
col., 1994 a,b)

Tambiénse estudió la participación del proteosoma en la regulación del
ciclo celular. Es sabido que en todas las células eucariontes existe una
quinasa de proteinas, codificada en levaduras por el gen CDCZB,que es el
elementocentral en la regulación del ciclo celular. Esta actividad quinasa
está regulada por una clase de proteinas llamadas ciclinas, la mayoría de
las cuales son muy inestables y están sólo presentes en una particular
etapa del ciclo celular. De las cuatro ciclinas que actúan durante la
mitosis sólo 1a ciclina Clb2 es esencial (Nasmyth, 1993). Se observó que el
crecimiento de una cepa de S. cerevisiae defectiva en la actividad
quimotripsina del proteosoma fue levemente menor que la de la cepa salvaje.
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En cambio, cuando se estudió el crecimiento de ambas cepas, transformadas
con un plásmido que portaba un gen adicional de la ciclina Clb2 bajo el
control de un promotor fuerte e inducible, se observó que la cepa salvaje
era capaz de crecer, aunque con una velocidad menor que la cepa respectiva
sin transformar. En cambio, la cepa defectiva en la actividad quimotripsina
del proteosoma, que sobreexpresaba la ciclina Clb2, cesó en su crecimiento.
Estos resultados sugieren una relación entre la acción de la ciclina Clb2 y
el defecto de 1a actividad quimitripsina del proteosoma. El 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 observó 1a estabilización de proteinas que son
degradadas vía ubiquitinación en una cepa salvaje (Richter-Ruoff y col.,
1992; Seufert y Jentsch, 1992). Esta evidencia, Junto con la acumulación de
proteínas ubiquitinadas en células mutantes (Heinemeyer y col., 1991,b;
Heinemeyer y col., 1993; Hilt y col., 1993), señalan al proteosoma como el
responsable final de la degradación de proteínas vía ubiquitinación.

La ubiquitina es una proteína de 76 aminoácidos altamente conservada en
todos los organismos eucariontes. El primer paso de 1a conjugación de
ubiquitina a proteínas es la activación de 1a misma, mediante la formación
dependiente de ATPde un enlace tioéster entre la glicina C-terminal de

ubiquitina y un grupo tiol de la enzima activante, E1. El segundo paso es
la transferencia de la ubiquitina activada desde la E1 a un residuo tiol de
LHImiembro de la familia de enzimas transportadoras de ubiquitina, E2.
Estas enzimas transfieren la ubiquitina activada a un residuo lisil
específico de la proteina blanco que está unida a una ubiquitina-proteina

ligasa, E3, formándose una unión isopeptídica entre el grupo e-amino de la
lisina con la glicina C-terminal de la ubiquitina. Esta reacción involucra

1a unión específica del sustrato proteico a 1a E3 antes de la reacción con
la ubiquitina activada. Luegode la primer reacción de conjugación, siguen
sucesivas conjugaciones de ubiquitina sobre la ubiquitina unida a la
proteína, resultando entonces, en una multiubiquitinación de la proteina
blanco. Cabe señalar que durante este proceso la proteina permanece unida a

la E3. Este conjugado es reconocido y degradado por 1a proteasa 26 S con
consumode ATP, produciendo péptidos pequeños y liberando ubiquitina libre

dado que el complejo 26 S contiene también actividad hidrolítica sobre la
unión isopeptidica de 1a 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 ubiquitinación de proteínas cumple otras funciones
además de la vinculada a 1a proteólisis, tales como regulación de la
expresión génica, reparación del DNA,importación de proteinas dentro de
mitocondria y biogénesis de ribosomas, peroxisomas y mitocondrias. A través
de estudios genéticos y bioquímicos de estos procesos se ha determinado que
para algunos casos la reacción de conjugación de ubiquitina a la proteína

blanco ocurre mediada por la enzima transportadora E2 sin la intervención
de 1a E3. La mayoría de los conjugados asi formados son del tipo
monoubiquitinados y no son destinados a la degradación.

El mecanismo de reconocimiento de los sustratos ubiquitinados a ser

degradados por el proteosoma es aún un enigma. Ya se mencionó 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 reconocimiento de los sustratos
ubiquitinados. Se ha propuesto otro modelo basado en las caracteristicas
físicas del proteosoma, de ser un complejo proteico cilíndrico y hueco.
Según este modelo, el proteosoma reconoceria especificamente comosustratos
sólo proteinas en estado desnaturalizado y la ubicación fisica de los
sitios activos de sus tres actividades cataliticas seria hacia el interior
del cilindro hueco. Asi, proteinas globulares nativas no accederian a los
sitios activos y no serian degradadas, y en cambio, una proteina al
desnaturalizarse expondría regiones desplegadas que podrian acceder a los
mismos. La actividad quimotripsina iniciaria el clivaje en regiones
hidrofóficas del sustrato y los péptidos liberados pasarían a lo largo del
cilindro donde serían 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 comouna pseudo­
organela proteolitica que excluye a las proteinas que no son sustrato, no
por una membranacomo lo hace la vacuola sino por restricciones fisicas.
Ademásimplica un mecanismode canalización de los subproductos hacia otros
sitios activos del complejo hasta la producción de péptidos pequeños
evitando la liberación citosólica de intermediarios potencialmente tóxicos.
La ubiquitina unida al sustrato podría actuar comoseñal de reconocimiento
o de unión al proteosoma. Unaalternativa para explicar la señalización por
ubiquitina se basa en el hecho que su estructura nativa presenta
superficies iónicas y superficies hidrofóbicas y que se ha reportado que la
velocidad de degradación de proteínas ubiquitinadas depende del tamaño de
la estructura de poli-ubiquitina conjugada. Asi, las moléculas de
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ubiquitina podrían actuar como detergentes desplegando y desnaturalizando
el sustrato. El tamaño de la cadena de poli-ubiquitina necesario para
desplegar una dada proteína dependería del estado estructural de la misma
(Hilt y Wolf, 1992).

Debe mencionarse que se ha demostrado in vitrz) que la proteasa 26 S

también es capaz de degradar sustratos proteicos no ubiquitínados, comoes
el caso de la ornitina descarboxilasa (Murakamiy col., 1992; Murakami y
col., 1993).

RELACIONES ENTRE EL SISTEMA VACUOLAR Y EL CITOPLASMATICO

Cualquier proteína citoplasmática puede ser importada a1 interior de la
vacuola por un proceso de autofagia. Para las proteinas de vida media larga
(ácido graso sintetasa, fructosa 1,6 difosfatasa) la proteólisis vacuolar
representa el principal evento degradativo. Durante condiciones de stress
nutricional, ademásdel aumentoconsiderable de la actividad específica de
las proteinasas vacuolares, ocurre un aumento del proceso de autofagia. En
el caso de proteínas de vida media "intermedia", como la subunidad fl de la
ácido 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 citosólico aún no detectado. Tales proteinas llegan a la vacuola
por autofagia en muy pequeñas cantidades lo que hace muy difícil su
detección. El proceso de autofagia no excluye 1a existencia de otros
procesos de entrada a la vacuola más específicos, como el descripto para
eucariontes superiores durante stress nutricional (Dice, 1990).

Ademásde la respuesta proteolitica durante el stress nutricional mediada
fundamentalmentepor el sistema vacuolar, ocurren otras respuestas a otras
condiciones (temperatura elevada, análogos de aminoácidos, condiciones de
esporulación, etc.) donde la selectividad de la proteólisis es
extremadamente importante. Tal selectividad puede ser alcanzada 1) por una
captura selectiva de proteinas dentro de la vacuola y 2) por un degradación
in situ de las proteínas seleccionadas mediada por el reconocimiento de
alguna señal dentro de los sustratos. Tales señales podrian ser reconocidas
directamente por 1a proteinasa o existir un sistema mediador que reconozca
1a señal y dirija 1a proteína hacia su degradación, como es el caso del
sistema de ubiquitínación.

La esporulación es inducida cuando células creciendo en un medio rico con
glucosa son cambiadas a un medio libre de nitrógeno. En este proceso son
esenciales tanto el sistema vacuolar como el sistema proteolítico
dependiente de ubiquitína. Comoya se mencionó, el proceso de esporulación
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puede tambien tener lugar en condiciones ricas en nitrógeno si ocurre
exhausión de nucleótidos de guanina. El hecho que mutantes defectivas en el
sistema proteolitico vacuolar tampoco puedan esporular en estas
condiciones, señala que la proteólisis no sólo es necesaria para proveer
los aminoácidos requeridos para 1a sintesis de nuevas proteínas sino que,
probablemente, se requiera la desaparición de ciertas proteinas.

Se ha demostrado que la recuperación celular al stress inducido por calor
como por anólogos de aminoácidos es dependiente del producto del gen de

poliubiquitina, de la integridad del sistema de conjugación de ubiquitina y
del proteosoma, todos de localización citoplasmática. Sin embargo se ha
observado que parte de la proteólisis 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 comoel sistema citosólico, muchomás especifico, para iniciar la
recuperación celular, pudiendo intervenir cuando el sistema citosólico se
encuentra sobrecargado de sustratos.

Se ha descripto una nueva función para el sistema de ubiquitina. Gropper
y col. (1991) trabajando con dos líneas celulares de mamíferos, ambas

termosensibles para 1a E1, enzima activante de ubiquitina, observaron que
después del cambio del cultivo a la -temperatura restrictiva, no se
modificaba la tasa de degradación proteica de las proteínas de vida media
larga. En cambio si 1a inducción por calor se hacia sobre la cepa salvaje
se observó un aumento de 2-3 veces de 1a tasa de degradación para este
grupo de proteinas. Este aumento de la degradación de proteínas de vida
media larga pudo ser prevenido por el agregado de agentes lisomotrópicos
tales como cloruro de amonio y cloroquina, indicando que la degradación
tenía lugar principalmente en lisosomas y vesículas autofágicas. Estos

resultados en conjunto indican que una enzima E1 activa es necesaria para
el aumento de la degradación lisosomal de proteínas de vida media larga
inducida por calor.

Pueden postularse dos mecanismosdistintos que involucren el sistema de
ubiquitina con la autofagia. Una posibilidad es que las proteínas a ser
degradadas preferencialmente en el lisosoma previamente deben ser marcadas
con ubiquitina. Coincidente con esta hipótesis, se observó enriquecimiento
de proteinas ubiquitinadas en lisosomas de fibroblastos (Laszlo y col.,
1990). Tambiénse encontró ubiquitina libre en lisosomas (Schwartz y col.,
1988). Asimismo, se observó en una cepa de S. oerevisiae deficiente en las
dos proteinasas vacuolares acumulación 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



Introducción 28

es que el sistema de ubiquitina esté involucrado directa o indirectamente
en 1a formación, maduración o función de las vacuolas autofágicas. Asi, una

proteína 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 1a formación de estas vacuolas tiene que ser proteolizada
a fin de revertir la inhibición (Hershkoy Ciechanover, 1992).

OTRAS PROTEASAS DE S.CFREVÏSLAE

ENDOPROTEASAS

E1 análisis cromatográfico en columnas de intercambio iónico y de tamiz
molecular de extractos solubles de una cepa de levadura defectiva en el
sistema proteolítico vacuolar, reveló 1a 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).

Además, recientemente 1a proteinasa D ha sido clonada (Buchler y col.,
1994). Esta enzima, también llamada oligopeptidasa D, presenta una amplia
especificidad de sustrato sólo para oligopéptidos y no así para proteínas.
El estudio de una cepa defectiva en esta enzima no mostró ninguna
alteración en su fisiología, comparada a una cepa salvaje, excepto un
aumento en la concentración intracelular de péptidos. A partir de este
resultado, de su especificidad por oligopéptidos y de su localización
citosólíca, se ha sugerido que podria estar involucrada en la degradación
de péptidos producidos por la proteinasa E (Buchler y col., 1994). La
proteinasa J corta especificamente en el lado amino de un par de residuos
básicos (Wagnery Wolf, 1992). Dado que las otras proteinasas detectadas,
además de 1a 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

Ademásde las aminopeptidasas I e Y, de localización vacuolar, se han
descripto varias aminopeptidasascitosólicas.

Se purificó y caracterizó 1a Metionina aminopeptidasa, actividad
responsable de la remoción de la metionina N-terminal de los polipéptidos.
Esta enzima exhibe una especificidad de sustrato similar a la enzima de E.
coli y S. typhimurium (remueve la metionina cuando el aminoácido siguiente
es pequeño o no cargado y es incapaz de olivar cuando el aminoácido vecino
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a la metionina N-terminal es grande o cargado) (Chang y 001., 1990). Se
clonó el gen y se observó que 1a sobreexpresión de la Metionina

aminopeptidasa no implicó ningún cambio ni en la velocidad de crecimiento

ni en la morfología celular. Por otro lado, una cepa mutante defectiva en
1a enzima fue viable aunque exhibió un aumento considerable en el tiempo de
duplicación y una disminución en el tamaño de las colonias. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en EZ coli y S. typhimurium,

organismos en los cuales la deleción del gen de 1a Metionina aminopeptidasa
es letal, e indican que en S. cerevïsiae debe existir un mecanismo
alternativo para 1a remoción de la metionina N-terminal de los péptidos
nacientes (Changy col., 1992).

La aminopeptidasa II es la actividad citoplasmática mayoritaria y es
capaz de hidrolizar derivados cromogénicos de aminoácidos hidrofóbicos y
básicos. Ademásde su localización citoplasmática, la enzima también se

detectó en el periplasma (Frey y Rohm, 1979). El estudio de una cepa

mutante termosensible para la actividad de la aminopeptidasa II no mostró
ninguna consecuencia en la tasa de crecimiento, ni en la frecuencia de
esporulación, y tampoco se modificó la tasa de degradación proteica,
comparadaa 1a cepa salvaje. La deficiencia de actividad aminopeptidasa II
sólo incidió en 1a fisiología celular cuando se estudió el crecimiento de
cepas auxótrofas para leucina en medios de cultivos suplementados con

dipéptidos conteniendo leucina. E1 crecimiento de 1a cepa defectiva en
aminopeptidasa II fue sensiblemente menor que el de 1a cepa salvaje (Hirsch
y col., 1988). En 1991 se clonó el gen que codifica para la aminopeptidasa
II y del análisis de su secuencia se concluyó que se trata de una zinc­
enzima, dada la presencia del motivo consenso característico de unión de
este metal. Ademásse construyó una mutante nula (por inserción) de esta
actividad y al igual que con la mutante termosensible, la ausencia de 1a

actividad aminopeptidasa II no implicó ninguna alteración evidente en la
fisiología celular (García-Alvarezy col., 1991).

Se purificó y caracterizó la aminopeptidasa XVI. Esta enzima es la única
aminopeptidasa soluble de S. cerevisiae capaz de hidrolizar residuos
cisteína N-terminales. Además es capaz de hidrolizar aminoácidos
hidrofóficos y cargados (Tisljar y Wolf, 1993).

Se clonó el gen BLHl que codifica para una aminopeptidasa y se 1a llamó

bleomicina hidrolasa, dado que exhibe una alta homologia con la enzima de
mamíferos. 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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Además de estas aminopeptidasas, que fueron estudiadas con mayor
profundidad, se reportó la existencia en extractos solubles de a1 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 número tan importante de actividades aminopeptidásicas

distintas y redundantes, dado que entre ellas comparten especificidad de
sustrato. De acuerdo con esto, se observó que cepas mutantes en cuatro

aminopeptidasas distintas (Trumbly y Bradley, 1983) o aún con un gen
delecionado que codifica para una aminopeptidasa (Garcia-Alvarez y col.,
1991), no exhiben ninguna disfunción evidente. Justamente, estos hechos que
señalan 1a redundancia funcional han sido tomados como aval teleológico de
1a importancia de las aminopeptidasas en 1a fisiología celular (Taylor,
1993,a).

Arbesú y col. (1991) aislaron una mutante de Sbhizosaccharomyces pombe,

defectiva en 1a única aminopeptidasa detectada en este organismo
(aminopeptidasa I). No se observaron diferencias significativas entre 1a
cepa mutante y la cepa salvaje en cuanto a tasa de crecimiento, frecuencia
de esporulación y tasa de degradación proteica. Sin embargo, cuando se
analizó cromatográficamente 1a naturaleza de 1a fracción celular soluble al
ácido tricloroacético en 1a cepa mutante se observó la presencia de una
importante cantidad de péptidos y en cambio el mismo análisis en la cepa
salvaje mostró que la cantidad de péptidos solubles era sensiblemente
menor. Estos resultados sugieren que al menos la aminopeptidasa I de S.
pombeparticipa en 1a degradación final de péptidos. Otra evidencia a favor
de 1a. participación de las aminopeptidasas en 1a degradadción final de
péptidos se obtuvo estudiando el efecto in vivo de 1a bestatina sobre la

degradación de proteínas hepáticas. Se observó que por acción de el
inhibidor se producía acumulación citosólica de péptidos (Botbol y Scornik,
1989).

CARBOXIPEPTIDASAS

Hasta el presente no existen reportes de 1a presencia de
carboxipeptidasas en la fracción citosólica de S. cerevisiae. En S. pombe
se ha reportado 1a presencia de una única actividad carboxipeptidasa
(Suarez Rendueles y col., 1991). Si bien aún no se ha determinado la
localización 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 citosólicas en células de
mamíferos (Mc Donald y Schwabe, 1977).
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REGULACION DE LA PROTEOLISIS

La proteólisis intracelular es un proceso altamente regulado y especifico
para prevenir una degradación descontrolada e inapropiada de proteinas y
para llevar a cabo los objetivos de importantes.procesos celulares en los
cuales están involucradas proteasas.

Compartimentalizacion

La acción de una proteasa puede estar limitada por su localización
subcelular, siendo el ejemplo más estudiado el de las proteasas vacuolares
en levaduras que restringen su acción a aquellas proteínas que entran
dentro de la organela.

Síntesis de proteasas
Como ya se mencionó, la deprivación de glucosa en un cultivo de S.

cerevísiae induce la sintesis de 1a proteinasa A, proteinasa B y
carboxipeptidasa Y, como asimismo la de sus inhibidores citosólicos
específicos (Hanseny col., 1977).

En el acrasial [Hotyostelium discoideum se estudió las cistein­
proteinasas y se observó que las mismas están reguladas por las condiciones
nutricionales y por el estado de desarrollo (North y col., 1988).

Inhibidores y activadores
Se clonaron los inhibidores específicos 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 observó que la deficiencia de
ambos inhibidores no tiene consecuencias sobre la viabilidad celular en

ninguna de las condiciones fisiológicas estudiadas. Sin embargo, la tasa de
degradación proteica de la doble mutante es 2-3 veces más alta que la de la
cepa salvaje en condiciones de stress nutricional. Estos resultados indican
una interacción in Vivoentre las proteinasas vacuolares y sus inhibidores
especificos. Se habia propuesto que estos inhibidores citoplasmáticos
podrían actuar protegiendo la célula de la degradación descontrolada de
proteinas citoplasmáticas producida por las enzimas vacuolares liberadas en
el citoplasma durante los procesos de fragmentación y fusión vacuolar. Si
bien esta función 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 metabólicas estudiadas, señala que
la liberación del contenido vacuolar en el citoplasma parece no ser un
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 podrían proteger a las proteinasas de la autodigestión y las
proteinasas incompletamente inhibidas podrían activar unas a otras por la
degradación de los inhibidores. De este modo los inhibidores podrian
mantener una alta actividad proteolítica dentro de la vacuola. Dadoque la
regulación de la expresión de la proteinasa A difiere al menos en un
elemento regulatorio de la de su inhibidor específico (Beck y col., 1980),
la célula podría regular el nivel de actividad de la proteasa por el nivel
de su inhibidor.

Dependiendodel procedimiento utilizado para purificar el proteosoma a
partir de eucariontes superiores, se observó que el mismopodía 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 purificó un complejo

proteico capaz de unirse reversiblemente a1 proteosoma con un Kd aproximado

de 10-9 My capaz de estimular marcadamente la capacidad del proteosoma de

hidrolizar péptidos cromogénicos (Rechsteiner y col., 1993; Rivett, 1993).

Metabolitos

Las concentraciones intracelulares de pequeñosmetabolitos pueden afectar
de distinto modola actividad de las proteasas.

En el hongo acuático Allomyces arbuscula se describió 1a presencia de una
proteasa neutra activable por concentraciones micromolares de Ca2+ (tha y
Wallace, 1988).

El requerimiento de ATP para el funcionamiento del proteosoma es

absoluto. E1 proceso de ubiquitinación de proteínas, el ensamblado de la
partícula 20 S, donde residen las actividades catalíticas, con otras
proteinas, de posible actividad regulatoria, para formar 1a partícula 26 S
y la proteólisis en si misma requieren hidrólisis de ATP. Además,
trabajando con 1a enzima purificada de eucariontes superiores, se observó
un efecto de activación de 1a proteólisis por el agregado de ácidos grasos
(Rechsteiner y col., 1993).

Se ha reportado 1a presencia en cerebro de mono de una aminopeptidasa
estimulable por ATP. La misma enzima sufre inactivación por fosforilación
mediada por 1a quinasa de proteínas dependiente de AMPcíclico (PK A)

(Ramamoorthy v Balasubramanian, 1989)
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Susceptibilidad de sustratos
La concentración intracelular de una proteina está determinada por el

balance entre la tasa de sintesis y 1a tasa de degradación (Schimke y
Doyle, 1970). Mientras los mecanismosde regulación de la sintesis, sea a
nivel transcripcional o traduccional, son bien conocidos, el conocimiento
que se posee sobre los medios de que dispone 1a célula para regular la
degradación de una proteina particular respecto de otras es aún escaso. Que
tal regulación existe es evidente del hecho que hay grandes diferencias en
el tiempo de vida media de las proteínas y que la tasa de degradación de
una proteina puede variar independientemente de otras, por cambios en el
estado nutricional celular. Tal especifidad requiere más que el solo cambio
de los niveles de actividad enzimática de las proteasas. La observación de
la diversidad de tiempos de vida media de las proteinas ha planteado muchos
interrogantes sobre que característica estructural de 1a proteína determina
que sea más o menos susceptible a1 ataque de las proteasas. Distintos
factores como las modificaciones covalentes, 1a interacción con otras
proteínas, metabolitos, cofactores o efectores alostéricos, cambios en la
hidrofobicidad y la glicosilación puedenafectar la susceptibilidad de los
sustratos proteicos a la proteólisis y así funcionar en la regulación de la
degradación proteica (Holzer y Heinrich, 1980).

Numerososestudios realizados in vitro indican que los sustratos o
activadores alostéricos protegen a sus enzimas blanco de 1a inactivación
proteolítica, como asi también inhibidores o inactivadores alostéricos
tornan más susceptible una proteina a la degradación (Wolf, 1980; Holzer y
Heinrich, 1980; Bond. y Butler, 1987). Recientemente se ha reportado la

degradación de 1a ornitina descarboxilasa por la proteasa 26 S
independiente de ubiquitinación. Ademásde ello, se ha observado una gran
estimulación (9 veces) de la degradación de la enzima por la unión de la
misma con su inhibidor específico (Murakami y col. 1992; Murakami y col.,

1993).

Ya se mencionó el rol que tiene la ubiquitinación de proteinas como
evento de señalización para la proteólisis, tanto en la degradación
citosólica (mediada por la proteasa 26 S) comoen la degradación 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 observó que 1a modificación
especifica del grupo a-NHZ de la lisozima disminuía marcadamente 1a
capacidad de esta proteína a ser ubiquitinada y degradada en un sistema
reconstituído libre de células. La adición de cadenas laterales de
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polialanina a la proteína 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 metabólica in
vivo. Trabajaron con una serie de proteínas derivadas de la D-galactosidasa
de E. coli que diferian unas de otras sólo en la identidad del aminoácido
N-terminal. El análisis del tiempo de vida media de estas proteinas
expresadas en levaduras reveló que variaban entre menos de 2 minutos a más

de 20 horas y se observó, además, la formación de conjugados ubiquitina­

proteína en el caso de las variantes de vida media corta. Se concluyó
clasificando los 20 amino ácidos en estabilizantes o desestabilizantes
según 1a vida media que ellos conferían cuando ocupaban la posición N­
terminal de la proteina y enunciando, asi, la regla del N-terminal.

Si bien actualmente se conoce con bastante detalle muchos aspectos
mecanísticos de la regla del N-terminal, distintas líneas de trabajo
experimental indican que su rol fisiológico es bastante limitado y que el
sistema de reconocimiento por el N-terminal no es esencial en el
metabolismo celular. l) Aproximadamenteel 80 % de las proteínas celulares
están N-a-acetiladas (Brown y Roberts, 1976). Para las proteínas
remanentes, con el N-terminal libre, 1a especificidad de sustrato de la
Metionina aminopeptidasa, que remueve específicamente el residuo iniciador
metionina, determina que sólo será removido si el amino ácido siguiente es
de naturaleza estabilizante (Moerschell y col., 1990; Hershko y
Ciechanover, 1992). Así, proteínas con un residuo N-terminal
desestabilizante parecen ser muy poco frecuentes. 2) Mayer y col. (1989)
han mostrado que proteínas con su N-terminal acetilado son degradadas por
el sistema de ubiquitina y que no es necesaria la remoción del grupo N-a­
acetilo para que tenga lugar el reconocimiento y 1a degradación proteica.
Recientemente se ha purificado y caracterizado una nueva enzima

trasportadora de ubiquitina, E2, que está involucrada en la degradación de
proteinas no gobernadas por la regla del N-terminal (Blumenfeld y col.,
1994). 3) La inactivación de 1a regla del N-terminal (por deleción del gen

que codifica para la enzima Esa, responsable del reconocimiento de
sustratos gobernados por la regla del N-terminal) en S. cerevisiae no es
letal y no presenta ningún fenotipo característico (Bartel y col., 1990;
Varshavsky, A., 1992). Este dato sugiere que el reconocimiento de aquellas
proteínas N-a-acetiladas o con su extremo amino libre que no son gobernadas
por la regla del N-terminal, ocurre por ubiquitina-proteina ligasas
distintas de la Eau y que son reconocidas por motivos estructurales que






















































































































































