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RESUMEN:

Las proteasas, también llamadas peptidasas, son enzimas que participan en el catabolismo de proteinas, hidrolizando
enlaces peptidicos. La amplia distribucién de estas enzimas entre plantas, animales y microorganismos demuestra
que son necesarias para los seres vivos, desempefiando un rol fundamental en procesos biolégicos muy diversos.
Ademas del rol fisiolégico que juegan dentro del metabolismo de los seres vivos, los avances tecnolégicos proponen
nuevas aplicaciones que van desde su uso en procesos industriales, pasando por la biorremediacién, hasta los estudios
en protedmica, en los que se han identificado moléculas blanco de importancia para diagnoéstico y terapéutica. Se
presenta un breve resumen de las categorias generales de las proteasas de interés clinico y biotecnolégico, asi como
las estrategias utilizadas actualmente para su caracterizacion.
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PROTEASES: VERSATILE ENZYMES

SUMMARY

Proteases, also called peptidases, are enzymes that participate in protein catabolism, hydrolyzing peptide bonds. The
wide distribution of these enzymes among plants, animals and microorganisms demonstrates that they are necessary
for living beings, playing a fundamental role in very diverse biological processes. In addition to physiological role
they play in metabolism of living beings, technological advances propose new applications that range from their use
in industrial processes, through bioremediation, to studies in proteomics, in which white molecules of importance
have been identified for diagnosis and therapy. A brief summary of general categories of proteases of clinical and

biotechnological interest is presented, as well as the strategies currently used for their characterization.

Keywords: Proteases, enzymes, diagnosis, biotechnology, peptidases.

Introduccion

El término enzima fue acufiado por Wilhelm
Kithne en 1876, quien trabajaba con una molécula
de gran importancia en el proceso digestivo de la
albumina. Hoy en dia sabemos que la molécula con
la que trabajaba este investigador es la tripsina,
enzima proteasa, responsable de la ruptura de otras
proteinas mediante hidrdlisis (1). Es en la década
de 1930 cuando John H. Northrop y Moses Kunitz
aislan y caracterizan enzimdticamente la tripsina,
definiendo sus precursores e identificando sus
inhibidores (2).

Las proteasas son enzimas que participan en el
catabolismo de proteinas, hidrolizando enlaces
peptidicos. Aproximadamente el dos por ciento
del genoma humano codifica para compuestos con
actividad proteolitica (3). Ademds de su papel
en procesos metabolicos, que incluyen desarrollo
embrionario, diferenciacion (4), respuesta inmune,
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apoptosis (5), entre otros, muchas proteasas
son utilizadas en aplicaciones biotecnoldgicas a
nivel industrial (6). En términos evolutivos estas
moléculas constituyen probablemente una de las
mads antiguas familias de enzimas. Casi todos los
organismos, incluyendo virus, tiene al menos
una peptidasa (7). Estas enzimas producen el
desensamblaje de moléculas proteicas para crear
un pool de aminoacidos libres necesario para la
sintesis de nuevas proteinas.

Las proteasas regulan el destino, la localizacion
y la actividad de muchas proteinas, modulan las
interacciones proteina-proteina, crean nuevas
moléculasbioactivas,contribuyenal procesamiento
de la informacion celular y generan, traducen y
amplifican sefiales moleculares (8). Debido a la
irreversibilidad de la actividad proteolitica, ésta
se encuentra estrictamente controlada a diferentes
niveles para prevenir una activacién inadecuada.
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Laregulacionse daanivel de transcripcion o a nivel
proteico, es decir sobre la misma proteasa, ya sea
que éstadebaactivarse por estar expresada en forma
de zimogeno (precursor inactivo o proenzima), o
porque se unen a ella otras moléculas que actiien de
moduladores de actividad, cofactores o inhibidores
(9). Fallas en la regulacién pueden ocasionar
proteolisis inadecuada como la que se observa
en procesos patolégicos como el cancer, algunas
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias
(10), neurodegenerativas, bacterianas, virales y
parasitarias (11).

Las enzimas proteasas también cobran relevancia
en el diagndstico: la utilizacion del activador del
plasminégeno y de su inhibidor PAI 1 que estdn
entre los marcadores de diagndstico y prondstico
del cdncer de mama (12) y de enfermedades
cardiovasculares (13); igualmente el Antigeno
Prostatico Especifico (PSA), enzima proteasa
utilizada como marcador para el diagndstico del
cancer de prostata (14).

Algunas proteasas son especificas para la escision
del enlace peptidico en una proteina especifica,
como el caso de la enzima convertidora de la
angiotensina, sin embargo, muchas proteasas
son relativamente inespecificas y algunas
son francamente promiscuas, actuando sobre
multiples sustratos de manera indiscriminada,
tal es la descripcion que se hace de la Proteinasa
K, considerada una serina-proteasa de amplio
espectro producida por un hongo Tritirachium
dalbum, de uso en técnicas de biologia molecular
(15).

Clasificacion
El Comité de Nomenclatura de la Unién
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
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las ha nombrado segun la reaccién que catalizan,
identificindolas de manera general como
hidrolasas (Grupo 3), subgrupo 4, que hidrolizan
enlaces  peptidicos. Las proteasas fueron
clasificadas inicialmente como endopeptidasas
y exopeptidasas segin la ubicacién del enlace
peptidico de interés en la molécula sustrato.
Ademas, las exopeptidasas estan divididas en:
aminopeptidasa, si actua en el extremo amino
terminal de la cadena y carboxipeptidasa si lo
hacen sobre el enlace peptidico del extremo
C-terminal. Sin embargo, la informacién
disponible en cuanto a estructura y mecanismos
de accién ha hecho posible un nuevo esquema de
clasificacion, que considera la estructura terciaria
y los sitios cataliticos, agrupandolas en clanes y
estos divididos en familias (http://www.merops.
sanger.ac.uk) (Tabla 1) (16).

Cada clan provee informaciéon acerca de la
estructura catalitica de la enzima y toma su
nombre del aminodcido principal o metal presente
en el sitio activo:

Aspartico peptidasa (A): Son proteasas acidas
(E.C.3.4.23), especificamente endopeptidasas, que
se caracterizan por una secuencia conservada de
aspartico -glicina- treonina en su sitio activo. Se
encuentran distribuidas en una amplia variedad
de  microorganismos, donde desempefian
funciones importantes en la nutricion y Ila
patogenia, ademas de poseer otras caracteristicas,
como alta actividad catalitica y estabilidad en pH
acido, lo que las vuelve atractivas para su uso en
industrias como la alimentaria, especificamente
en la industria ladctea (17). Por otro lado, en el drea
farmacolégica, se ha identificado y caracterizado
peptidasas asparticas en T. cruzi que pueden ser
utilizadas como moléculas blanco para el disefio
de farmacos que inhiban la accién de enzimas

Tabla 1. Sistema MEROPS de clasificacion de proteasas.

Nivel Descripcion

Peptidasas  Las peptidasas se distinguen entre si por diferencias en la actividad enzimatica, por la
estructura y por el origen genético

Familia Una familia incluye a todas las peptidasas que presentan homologia de su secuencia
aminoacidica, particularmente en la region de la molécula responsable de la actividad
enzimadtica

Clan Un clan es un conjunto de familias en las que todas las peptidasas han evolucionado a

partir de un unico ancestro. Las familias en el mismo clan tienen en comun que las pep-
tidasas que las integran exhiben tipos de plegamiento similar
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que estan relacionadas con la transformacion de
tripomastigotes en amastigotes y el desarrollo
intracelular de amastigotes del pardsito (18).

Cisteina peptidasa (C): llamadas también tiol-
proteasas (E.C. 3.4.22), estan presentes en
procariotas y eucariotas. Su actividad depende de
una diada catalitica cisteina-histidina cuyo orden
difiere entre familias, siendo las mds importantes:
la papaina (EC 3.4.22.2), las calpainas (EC
3.4.22.52/53), la clostripaina (E.C 3.4.22.8) y
la interleukina B1 convertasa o de las caspasas
(EC 3.4.22.36), estudiadas por su relacién con la
muerte celular programada o apoptosis (19,20).

Se sabe que existen cisteina-proteasas responsables
de muchos procesos bioquimicos que ocurren
en los organismos vivos. Por otro lado, también
estan implicadas en el desarrollo y la progresién
de varias enfermedades basadas en el recambio
anormal de proteinas. En este orden de ideas, las
calpainas son enzimas dependientes del calcio
que determinan el destino de las proteinas a
través de la actividad proteolitica regulada. No
solo participan en la modulacién de la memoria,
sino que se consideran clave para la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer (EA) de aqui
que la identificacion y caracterizacion de estas
enzimas cobre particular importancia, asi como el
estudio de sus inhibidores en la bisqueda de la
terapéutica para frenar el avance de la enfermedad.
En este sentido, Hasanbasic y col., explican que
la inhibicién de la calpaina también mejora la
memoria de trabajo espacial y la memoria de
miedo asociativa debido a la restauracion de los
niveles normales de fosforilacién del factor de
transcripcién CREB (21).

Métalo peptidasa (M): son hidrolasas (EC
3.4.24) en las que se requiere una molécula de
agua activada por uno o dos cationes metalicos
para hacer el ataque nucleofilico sobre el enlace
peptidico. De manera general el cation es divalente,
frecuentemente zinc, aunque en algunos casos, el
zinc puede ser reemplazado por otro metal como
cobalto o niquel sin pérdida de la actividad. Estan
presentes en organismos superiores y su funcion
es degradar proteinas de la matriz extracelular.
También se relacionan con la activaciéon de
factores de crecimiento y con adhesinas. Se han
observado cinco tipos: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, metaloproteasas de membrana
(MT-MMP) y otras MMP. Las enzimas de esta
familia formadas por un solo catién presentan
un centro catalitico conservado formado por
dos residuos histidina que se unen al catiéon y un
residuo glutamato. Las metalo-peptidasas con
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un solo ion metdlico catalitico pueden ser exo o
endopeptidasas mientras que todas las metalo-
peptidasas con iones metdlicos co-cataliticos son
exopeptidasas. Actualmente en la base de datos
MEROPS se encuentran registrados 16 clanes y
mads de 60 familias (22).

En referencia a estas enzimas, cobra importancia
médica las presentes en el veneno de serpientes, se
sabe que aproximadamente el 30% del contenido
del veneno de los vipéridos son metaloproteasas,
por lo que estas enzimas estarian fuertemente
ligadas al proceso de envenenamiento, en
particular al efecto hemorragico, asi como a la
degradacion de proteinas tisulares y plasmaticas
(23). Estas proteinas no sdlo son de utilidad para
la investigacion del envenenamiento sino como
herramientas en el andlisis de procesos bioldgicos
diversos como la agregacién plaquetaria y la
apoptosis.

Serina peptidasa (S): Las peptidasas serinicas
(EC 3.4.21) se caracterizan por la presencia de
un residuo de serina en el sitio activo, que actta
como nucleofilo sobre el enlace peptidico que sera
escindido. Estan presentes en virus, bacterias y en
eucariotasycumplenrolesvitalesenlosorganismos.
Son activas generalmente en pH alcalino o neutro
(7.0 - 11.0) y no requieren de activadores, aunque
algunas proenzimas son activadas por iones calcio
(16). Su estructura primaria de 4 clanes sugiere
que los mismos tienen ancestros distintos y que
evolucionaron originando el resto de serina -
proteasas. El mecanismo de acciéon es comun
usando una triada catalitica (serina-nucleéfilo;
aspartato-electrodfilo; histidina-base). Es inhibida
irreversiblemente por fenil metil sulfonil (PNSF) y
diisopropil fluorofosfato (DFP). Realizan funciones
significativas en una amplia gama de procesos
biologicos, como el metabolismo de proteinas
intra y extracelulares, la digestidn, la coagulacion
de la sangre, la regulaciéon del desarrollo y la
fertilizacion. Por ejemplo, se han identificado
varias serina-proteasas en helmintos pardsitos
que tienen roles importantes en el desarrollo y la
nutricion de los pardsitos, la invasion de tejidos
y células del huésped, la anticoagulacién, entre
otros. La caracterizacion molecular y bioquimica
de las serina-proteasas derivadas de estos parasitos
es, por tanto, fundamental para la comprensién
de la interaccién helminto-huésped y el control
exitoso de las infecciones por helmintos (24).

Glutamico proteasas (G): Han sido aisladas
principalmente de hongos y la familia G1 contiene
actualmente peptidasas de cinco especies de
Ascomycota. Se caracterizan por presentar
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estructura terciaria con diada catalitica formada
por residuos glutamina y glutamato que activan el
agua como nucleofilo y estabilizan el intermediario
tetraédrico (25).

Peptidasa de tipo desconocido (U): son enzimas
peptidasas agrupadas sin considerar el mecanismo
catalitico (EC 3.4.99), se conoce su secuencia
de aminoacidos y se han denominado “U” de
unclassified. Ademas, se les asigna un numero
arbitrario como por ejemplo la familia U32 para
peptidasas de Geobacillus thermoleovorans (26),
U28 que contiene la dipeptidasa E de E. coli, asi
como otras nomenclaturas, como en el caso de
la colagenasa HpPrtC de H. Pylori, y que se han
relacionado con la patogenicidad o factores de
virulencia de estos microorganismos (27).

Degradoma

Losavances en el estudio del genoma han permitido
identificar proteasas en animales, plantas, hongos
y bacterias, aplicando el término degradoma al
conjunto de proteasas expresadas en un momento
especifico por una célula, tejido u organismo
(28) y degraddmica al estudio de todas las vias
y reacciones en las que las proteasas participan a
través de un conjunto de técnicas especificamente
destinadas a caracterizar el degradoma para
alimentar bases de datos que permitan el acceso
libre a la informacion (29).

Usos

Para fines industriales las proteasas se han
clasificado en tres grandes grupos segtin el pH
optimo para su funcidén: neutras, cuya fuente
principal son las plantas; acidicas, provenientes
de hongos (25) y alcalino-proteasas aisladas a
partir de microorganismos (30). Esta clasificacion
es importante por la naturaleza del producto y
el proceso industrial que involucre el uso de la
enzima, igualmente se han considerado mejoras
en la resistencia a altas temperaturas propias de
los procesos industriales.

Farmacéuticos: Las funciones esenciales de
las proteasas en el comportamiento celular,
supervivencia y muerte de todos los organismos,
las alteraciones en los sistemas proteoliticos
subyacen en multiples patologias, como el
cancer, los trastornos neurodegenerativos y las
enfermedades inflamatorias y cardiovasculares.
Por consiguiente, muchas proteasas son un
foco principal de atenciéon para la industria
farmacéutica como objetivos potenciales de
farmacos o como biomarcadores de diagndstico
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y pronostico. Se ha reportado actividad sérica de
exoproteasas que permitirian predecir tipos de
cancer (31). Asi mismo conocer con precision el
mecanismo de activaciéon de una proteasa puede
proveer el potencial mecanismo por el que podria
ser modulada artificialmente (32).

Detergentes: El uso de enzimas para mejorar
el rendimiento de los detergentes ha sido
implementado desde los afios 60, para disminuir
el consumo de agua, reemplazar el uso de
ingredientes sintéticos y disminuir el consumo de
energia. Recientemente se ha probado la eficacia
de proteasas de origen animal y microbiano para
mejorar la eficiencia de marcas comerciales de
detergentes (33,34), destacando ademas la ventaja
de utilizar productos de desecho de la industria
de la goma como sustrato para favorecer el
crecimiento bacteriano (35).

Alimentos: la elaboracion de alimentos
implica el control de aspectos relacionados con
el valor nutricional y el contenido proteico.
Esto incluye digestibilidad, modificaciones
en textura, y sabor, beneficios a la salud tales
como capacidad antioxidante y reduccion
de compuestos alergénicos. Muchos de estos
procesos son desarrollados a través del uso de
proteasas especificas. La hidrolisis de proteinas
se ha wutilizado para modificar propiedades
funcionales de proteinas en los alimentos, por
ejemplo, solubilidad, gelificacién, emulsificacion,
entre otros. La protedlisis, ademdas de disminuir
el peso molecular también incrementa el nimero
de grupos ionizables y puede exponer grupos
hidrofébicos, lo que cambia las interacciones
fisicas o quimicas (36).

Otro aspecto relevante es el relacionado con
alérgenos alimentarios. Las alergias alimentarias
son definidas como respuestas inmunolodgicas
adversas a la ingesta de algin alimento. Los
alérgenos  alimentarios  son  generalmente
proteinas y la porciéon de proteina reconocida
por la IgE (mediador de la respuesta inmune) es
llamada epitope, que puede ser lineal o secuencial
dependiendo de la estructura primaria de la
proteina. Para “romper” el epitope se utilizan
proteasas y en algunas ocasiones un tratamiento
térmico (37).

Obtencion

Las fuentes principales para la obtenciéon de
proteasas de uso industrial son hongos, levaduras,
bacterias y plantas segin las caracteristicas y
uso que se requieran. Cepas de Bacillus subtilis,
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B. amyloliquifaciens, B. lichiniformis son
utilizadas para la obtencion de proteasas alcalinas.
Otras cepas de especies como Staphylococcus,
Flavobacterium, Serratia, Alcaligenes, Vibrio,
Brevibacterium, Pseudomonas y Halobacterium
también son reconocidas por producir proteasas
de uso industrial (38)

En los hongos, Aspergillus es el grupo
predominante para la produccién de proteasas,
sin embargo, estudios con cepas de Ophiostoma,
Myxococcus, Penicillium, Rhizopus y Neurospora,
han demostrado que se obtienen enzimas
con buen rendimiento (39). La naturaleza de
algunos procesos industriales requiere enzimas
“mejoradas” que puedan hacer su actividad en
rangos extremos de pH y temperatura, de alli que
se haya implementado la produccién de proteasas
recombinantes.

Proteasas Recombinantes

El uso de proteinas recombinantes ha
revolucionado la biotecnologia, debido a Ila
posibilidad de producirla en cantidades suficientes
a fin de poder analizarla y encontrar aplicaciones
para la industria. Entre los microorganismos de
uso mas frecuente para la produccion de proteinas
recombinantes se encuentra E. coli. (40). La
ventaja de usar E. coli como organismo huésped es
que ha sido ampliamente estudiada y su genoma
es conocido. Ademds, es un microorganismo
de crecimiento rapido en medios de cultivo sin
requerimientos especiales o costosos (41). Los
aspectos mas importantes para la produccion
de proteinas recombinantes son: eficiencia
transcripcional y traduccional, estabilidad del
vector de expresion y de los acidos ribonucleicos
(ARN) transcriptos, estabilidad de las moléculas
ante el ambiente proteolitico del hospedero y
la localizaciéon y plegamiento de la proteina
(40). También es necesario hacer un estudio
con diferentes cepas del organismo huésped y
seleccionar la mas adecuada para la expresion
de la proteina recombinante deseada. Un caso
relevante de produccidén de proteasas de interés
farmacoldgico lo constituye la estreptopaina, una
cisteina proteasa secretada por S. pyogenes que es
critica paralainfectividad total del huésped debido
a su capacidad para escindir las proteinas del
huésped (plasmindgeno, fibrindgeno), péptidos
antimicrobianos y anticuerpos. Esta proteasa
tambiénseconocecomo SpeB (exotoxina pirogénica
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estreptococica B) porque inicialmente se creia
que tenia actividad superantigénica, sin embargo,
ahora se conoce que la actividad originalmente
detectada era causada por contaminacién o co-
purificacién con superantigenos y por lo tanto, la
produccién recombinante en un sistema de E.coli
y la purificacién por cromatografia de afinidad
resulté una opcidén para obtener una proteina
pura y activa (42)

Métodos Para Caracterizacion

El método mas directo para verificar la actividad
proteasa es monitorear la hidrolisis de un sustrato.
Para esto los péptidos deben ser aislados e
identificados por lo que se han utilizado métodos
como electroforesis y zimografia en 1 y 2-D
para evidenciar la aparicién y caracteristicas de
los fragmentos (43). Sin embargo, la actividad
proteolitica puede ser indirectamente monitoreada
usando sondas sustrato que contienen una region
parecida al sustrato y que permitirian evitar el
proceso de separacion de los péptidos. Las sondas
son disefladas de manera especifica y pueden estar
acopladas a fluoréforos que se activan cuando
se produce la ruptura en la region especifica del
sustrato (44).

Una vision mdas amplia de los métodos de estudio
se plantea a través de enfoques de la degradémica

(tabla 2).

Consideraciones Finales

El Proyecto Genoma ha proporcionado una visiéon
amplia y en los ultimos afos mas detallada de la
composiciéon y caracteristicas del degradoma,
informaciéon que ha sido utilizada para mejorar
la calidad de vida del ser humano. Sin embargo,
queda mucha informacién por procesar, enzimas
por clasificar y caracterizar, definicién de sus
sustratos, entre otras cosas, investigaciéon que
ya se realiza a través del uso de bioinformatica,
minimizando asi el impacto que dichas
investigaciones pudieran tener sobre el ambiente.
Los procesos evolutivos y de adaptacion implicanla
expresion de nuevos genes y por tanto la aparicion
de nuevas enzimas, producto principalmente
del exposoma. Los avances en degraddmica y
los distintos enfoques contribuiran a enriquecer
bases de datos con informacién acerca de estas
moléculas, relacionadas con el comportamiento
celular, supervivencia y muerte de todos los
organismos vivos.
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Tabla 2. Enfoques de la degradémica

Técnica Nivel de Analisis Objetivo

Limitaciones

DNA microarrays Transcriptoma ARN mensajero
chips

Protease especific Proteoma

protein chips

Proteasa-activity Proteoma Proteasa activa
chips

Sustrato chips Proteoma Sustrato
Espectrometria de Proteoma Sustrato Proteasa
masas bidimensional

en tamden

Perfil electroforético ~ Proteoma Proteasa activa
basado en inhibidores

CL-MS basada en Proteoma Proteasa activa
inhibidores o anti-

cuerpos

Proteémica quimica  Proteoma Proteasa activa

El nivel de expresion no esta relacionado con
la abundancia de proteinas.

Proteina-proteasas Abundancia no refleja necesariamente la

actividad

Actividad no necesariamente indica el sus-
trato escindido. Medida de niveles absolutos
sin considerar el recambio de la proteasa

No identifica las proteasas activas. El sustra-
to puede no tener la correcta conformacion
biolédgica tridimensional

Fragmentos de bajo peso y fragmentos con
punto isoeléctrico extremo no son resuel-
tos en geles bidimensionales. Proteinas de
membrana como receptores y adhesinas son
dificiles de estudiar por esta técnica

Faltan sondas especificas para todas las pro-
teasas. Es un método desnaturalizante

No cuantitativo

Pequenas cantidades de proteasas activas
pueden no ser inhibidas. Problemas de toxi-
cidad. Procesos relacionados con las protea-
sas pueden ser inhibidos

Adaptado de Lopez y Overall, 2002.
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