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1. INTRODUCCION

1.1. EL USO DE ENZIMAS EN LA ANTIGUEDAD

El hombre ha recurrido al uso de enzimas en el procesamiento de materias
primas de origen animal y vegetal desde tiempos inmemoriales. Procesos
tradicionales, como la produccion de bebidas alcohdlicas y de pastas fermentadas
con levadura pueden observarse en murales egipcios antiguos. Los primeros
utensilios de panificacion fueron encontrados hace 5000 afios en Jerico (Canaan),
una de las ciudades mas antiguas del mundo. Otros procesos mas recientes
incluyen la preservacion de alimentos por fermentacion o la transformacion de la
leche en la elaboracion de quesos (Reisner, 1981). En la zona correspondiente al

actual Irak, en los valles del Tigris y del Eufrates, hay datos muy antiguos

respecto al ordefie y posterior elaboracion de quesos (Dianda, 2002).

Fig. 1. Cosecha y triturado de uvas para la fabricaci6n de vino.

1.2. LAS ENZIMAS Y SU RELACION CON EL
DESARROLLO DE LA BIOQUIMICA

Gran parte de la historia de la bioquimica es la historia de la investigacion
enzimatica. Los primeros experimentos sobre catalisis in vitro se realizaron en
1783 cuando un monje y naturista italiano, Lazzaro Spallanzani, observo que la
came podia ser digerida por jugos gastricos extraidos de halcones. En 1814,
Kirchoff descubri6 que la cebada contenia una sustancia que era capaz de

transformar la pasta de almidon en azicar. Mas tarde, en 1833, Payen y Persoz
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descubrieron el principio activo de esta sacarificacion, denominandolo diastasa
(del griego: separacion), un término aun utilizado en la industria cervecera (Uhlig,
1998).

Por entonces se creia que el proceso de fermentacion era un conjunto de
reacciones espontaneas, hasta que en 1857 el quimico francés Louis Pasteur
comprobd que la fermentacion sélo ocurria en presencia de células vivas. Sin
embargo, el quimico aleman Eduard Buchner (Laidler & Comnish-Bowden, 1997,
Lehninger ef al., 2000) descubrio en 1897 que un extracto de levaduras libre de
células también podia producir la fermentacion alcoholica. En aquel tiempo se le
llamé zymase al extracto libre de células, pese a que el término de “fermentos” o
“enzimas” ya habia sido postulado por Wilhelm Kiihne en 1867 (Montes
Horcasitas & Magaiia Plaza, 2002). Posteriormente, fueron aisladas sustancias de
caracter enzimatico a partir de numerosas especies vegetales. Un ejemplo de esto
fue la observacion de que el extracto de trigo era capaz de transformar el almidon
en disacaridos y dextrinas.

Tras el descubrimiento de Buchner los cientificos asumieron que, en
general, las fermentaciones y las reacciones vitales eran producidas por enzimas.
El primer libro que resumia el “maravilloso mecanismo” de las enzimas conocido
hasta ese momento y que describia la historia de su descubrimiento fue escrito por
Green en 1901, y es aun leido con interés hoy en dia. Sin embargo, todos los
intentos de aislar e identificar su naturaleza quimica habian fracasado hasta ese
momento.

En 1926, el bioquimico estadounidense James B. Sumner consiguid aislar y
cristalizar la ureasa, comprobando que dichos cristales se hallaban constituidos
por proteinas. Sin embargo, no fue hasta cuatro afios mas tarde cuando sus
colegas John Howard Northrop y Moses Kunitz aislaron y cristalizaron la pepsina
y la tripsina del jugo duodenal, que la naturaleza proteica de las enzimas quedara
establecida (Lehninger ef al., 2000).

Por su parte la deduccion de la secuencia de aminoacidos de la ribonucleasa,
una enzima descubierta en 1938 por el bacteridlogo estadounidense René Jules
Dubos y aislada en 1946 por el quimico estadounidense Moses Kunitz, se logro
recién en 1960, época en la cual comenzaron a dilucidarse las primeras estructuras
enzimaticas (Montes Horcasitas & Magaiia Plaza, 2002). Actualmente la mayor
parte del conocimiento de la estructura primaria de proteinas se obtiene por

secuenciamiento de sus acidos nucleicos.
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1.3. ENZIMAS PROTEOLITICAS

Se encuentra mas alla de todo cuestionamiento que los resultados de las
busquedas de enzimas proteoliticas o peptidasas han beneficiado a la humanidad
de diferentes formas, y no hay duda de que contribuira aiin mas en el futuro. La
enzimologia ha experimentado grandes avances al igual que sus aplicaciones en la
industria alimentaria, farmacéutica, de detergentes, panaderia y papelera, entre
otras. Una de las mas claras indicaciones al respecto radica en las enormes ventas
anuales de la industria farmacéutica a causa de la investigacion de las diferentes
aplicaciones de las peptidasas en el campo de la salud humana (Barret, 1999).

En la actualidad, se pueden reconocer hasta 600 tipos distintos de
peptidasas, 200 de las cuales se expresan en mamiferos. El nimero aumenta dia a
dia. Esto ha llevado a la necesidad de contar con un sistema adecuado para su

clasificacion y nomenclatura (Barret, 1999).

1.3.1. Peptidasas: Nomenclatura y Clasificacion

El término proteasa en referencia a las enzimas proteoliticas aparecio
durante el siglo XIX y fue utilizado en general para definir a todas las hidrolasas
que degradaban proteinas. A mediados de 1930 surgio la necesidad de distinguir
distintos tipos de actividad protedsica llamando "proteinasas" a aquellas enzimas
que actuaban preferentemente sobre proteinas y "peptidasas” a aquéllas que lo
hacian sobre oligopéptidos. La capacidad de algunas enzimas de actuar con
preferencia sobre sustratos peptidicos de bajo peso molecular se clarifico mucho
después, cuando comenzaron a sintetizarse los primeros sustratos sintéticos con y
sin grupos bloqueantes.

Fue entonces cuando comenzé a utilizarse el término "peptidasa”, forma
recomendada por el Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, 1984) para toda enzima que
degrada enlaces peptidicos, en un sentido menos restrictivo que el utilizado
anteriormente y extendiéndolo para formar los nuevos términos "exopeptidasa" y
"endopeptidasa" para referirse a enzimas que actian en los extremos o en el
interior de la cadena peptidica, respectivamente. Para aquellas enzimas que actian
con preferencia sobre sustratos peptidicos (como por ejemplo oligopéptidos o
péptidos pequeiios) los mejores términos son "exopeptidasa” si la enzima requiere

grupos terminales libres, u "oligopeptidasa" si la especificidad de sustrato es
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dependiente del tamafio de la molécula. Los términos “proteasa” y “enzima
proteolitica” son sinénimos de peptidasa (Barret, 2001).

Para referirse a la especificidad de una peptidasa es conveniente utilizar un
modelo conceptual ideado por Schechter y Berger (1967). En este modelo se
consideran los residuos de aminoacido del sustrato (P) que se unen a subsitios del
sitio activo de la enzima (S). Estos residuos se numeran a partir del enlace a ser
clivado hacia el N-terminal como P1, P2, P3, etc., en tanto que los que se
encuentran hacia el C-terminal se denominan P1', P2', P3', etc.,. Los subsitios de
la proteasa que “acomodan” los residuos del sustrato se numeran como S1, S3, S3

y S1', S2', S3', respectivamente (Figura 1.1).

e o' ' e e a"

83 N2 9 51° s2° sy

Sustrale

! 47”1 Enlace
escindible

Fig. 1.1. Nomenclatura de Schechter y Berger para la especificidad de una peptidasa.

Las enzimas proteoliticas pueden ser agrupadas en funcién de la naturaleza
quimica de su sitio catalitico (Hartley, 1960). Durante largo tiempo se
reconocieron cuatro tipos cataliticos diferentes: serinicos, cisteinicos, asparticos y
del tipo 1on metalico. Mas recientemente se ha descubierto e incorporado el grupo
catalitico treoninico (Barret, 2001).

Las enzimas que presentan estos cinco tipos cataliticos se pueden agrupar en
dos categorias: las que forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato
(peptidasas serinicas, cisteinicas y treoninicas) y las que no forman complejos
enzima-sustrato covalentes (peptidasas asparticas y metalopeptidasas). De todas
formas, el proceso de escision de la union peptidica es similar en todos los casos.
Los grupos especificos que llevan a cabo las distintas etapas de la proteolisis son
diferentes en las cuatro clases de proteasas mencionadas, pero el resultado neto es
el mismo. Las peptidasas cisteinicas, serinicas y treoninicas son cataliticamente
diferentes a las asparticas y a las metalopeptidasas en que el nucledfilo del sitio

catalitico de las primeras es parte de un aminoacido (cisteina, serina o treonina,
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respectivamente), mientras que en los ultimos dos grupos es una molécula de agua
activada. Estos grupos contribuyen a los dos sistemas actuales de nomenclatura y
clasificacion de peptidasas, el sistema EC y el sistema MEROPS, que se

describen a continuacion.

1.3.1.1. El sistema EC de clasificacion de peptidasas

A finales de la década del 50 se hizo evidente que la nomenclatura utilizada
para nombrar a las enzimas, en un periodo donde su numero aumentaba
rapidamente, se hallaba fuera de control. La nomenclatura de las enzimas
asignadas de forma individual por los distintos investigadores probo estar muy
lejos de ser el mecanismo ideal, ya que en la mayoria de los casos la misma
enzima recibia diferentes nombres, mientras que un mismo nombre era utilizado
para designar diferentes enzimas.

En vista de esta dificil situacion, durante el tercer Congreso Internacional
de Bioquimica en Bruselas en agosto de 1955, la Asamblea General de la Union
Internacional de Bioquimica (IUB) decidio, junto con la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) formar una Comision Internacional de
Enzimas, establecida finalmente en 1956.

El organismo internacional actual encargado de la clasificacion y
nomenclatura de todas las enzimas es el NC-IUBMB (Nomenclature Committee
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology). Su comité de
Nomenclatura es el sucesor de la Comision de Enzimas (CE) y en su sexta edicion
el listado de enzimas contiene mas de 3.540 entradas. El indice numérico que se
le asigna a las enzimas atn se designa como EC.

En el sistema EC todas las enzimas son divididas en 6 clases: (1)
oxidorreductasas, (2) transferasas, (3) hidrolasas, (4) liasas, (5) isomerasas y (6)
ligasas. Estas clases estan relacionadas con la reaccion que catalizan, excepto en
el caso de las peptidasas —en el que ha sido necesario tener un tratamiento
diferencial respecto al resto de las enzimas— pues la reaccion catalizada no resulta
ser una manera satisfactoria de clasificacion, ya que para todas ellas la reaccion
catalizada es la misma: la hidrolisis de un enlace peptidico. Aunque la
especificidad de la reaccion difiere tanto para las exo- como para las
endopetidasas, es muy dificil de determinar y describir en términos sencillos
como utilizarla como base de una clasificacion. El valor de la clasificacion de las
peptidasas en base a su tipo catalitico fue rapidamente reconocido y por tanto

introducido dentro de una lista EC en 1972. También se considero que era util
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para los cientificos que trabajasen en peptidasas considerar a diferentes proteinas
como diferentes peptidasas, aun cuando expresasen idéntica o similar actividad
peptidasica. La decision de no clasificar a las peptidasas solamente sobre la base
de la reaccion que cataliza ha creado la necesidad de un sistema especial tanto
para clasificarlas como para nombrarlas.

En esta lista, las hidrolasas de enlaces peptidicos, las peptidasas, forman
la subclase 3.4., la cual contiene trece diferentes sub-subclases, como muestra la
Tabla 1.1. Dentro de ellas hay dos grandes grupos: las exopeptidasas (3.4.11-19)
y las endopeptidasas (3.4.21-24 juntas con 3.4.99). Las exopeptidasas actiian sélo
en los extremos de las cadenas peptidicas. Aquéllas que actiian sobre los extremos
amino liberan un residuo de aminoécido simple (aminopeptidasas, 3.4.11), o un
dipéptido o tripéptido (dipeptidil-peptidasas y tripeptidil-peptidasas, 3.4.14).
Aquéllas que actian sobre extremos carboxilo liberan un residuo simple
(carboxipeptidasas, 3.4.16-18) o un dipéptido (peptidil-dipeptidasas, 3.4.15). En
base a sus grupos cataliticos las carboxipeptidasas a su vez se clasifican en
carboxipeptidasas serinicas (3.4.16), metalocarboxipeptidasas (3.4.17) vy
carboxipeptidasas cisteinicas (3.4.18). Otras exopeptidases son especificas para
dipéptidos (dipeptidasas. 3.4.13), o remueven residuos terminales que son
substituidos, ciclados o que estan asociados a uniones isopeptidicas (omega

peptidasas, 3.4.19).
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Sub-subclase Tipo de peptidasa

EC34.11 Aminopeptidasas (21)

EC3.4.13 Dipeptidasas (11)

EC3.4.14 Di- y Tripeptidil-peptidasas (8)

EC3.4.15 Peptidil-dipeptidasas (3)

EC34.16 Carboxipeptidasas serinicas (4)

EC3.4.17 Metalocarboxipeptidasas (19)

EC34.18 Carboxipeptidasas cisteinicas (1)

EC34.19 Omega peptidasas (9)

EC 3421 Endopeptidasas serinicas (82)

EC 3422 Endopeptidasas cisteinicas (39)

EC3423 Endopeptidasas asparticas (36)

EC3.424 Metaloendopeptidasas (80)

EC 3435 Endopeptidasas treoninicas (1)

EC 3.499 Endopeptidasas de tipo desconocido (0)

Tabla 1.1. Sistema EC de clasificacion de peptidasas. El numero
encerrado entre paréntesis indica el numero de entradas
registradas hasta la fecha de la consulta (URL:
http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme/)

Las endopeptidasas clivan enlaces internos de las cadenas polipeptidicas.
En la lista EC, las endopeptidasas se dividen en sub-subclases sobre la base de su
mecanismo catalitico, y la especificidad es utilizada s6lo para individualizar una
determinada enzima dentro de los grupos.

Las enzimas de las sub-subclases 3.4.21 (endopeptidasas serinicas)
poseen un residuo de serina involucrado en el proceso catalitico, las de la 3.4.22
(endopeptidasas cisteinicas) poseen un grupo cisteina en su centro activo, las de la
3.4.23 dependen de un residuo acido aspartico (o comunmente de dos) para su
actividad catalitica (endopeptidasas asparticas) y las de la 3.4.24 utilizan un ion
metalico (con frecuencia, pero no siempre, Zn'%) en su mecanismo catalitico
(metaloendopeptidasas). Recientemente se ha creado la sub-subclase 3.4.25 para
las endopeptidasas treoninicas. La clasificacion inicial de una endopeptidasa
dentro de un tipo catalitico determinado depende de los resultados de los test de

inhibidores especificos de grupo.


http://www.chem.qmw

El valor de la lista EC para las peptidasas se basa en que provee una
terminologia estandar para varios tipos de actividad peptidasica y especialmente
en la asignacion de un unico numero de identificacion y de un nombre
recomendado para cada peptidasa. La importancia del sistema se basa entonces en
el area de la nomenclatura mas que en la de la clasificacion. La mayor falencia del
sistema EC radica en que no tiene en cuenta la existencia de grupos estructurales
que reflejan las relaciones evolutivas de sus integrantes (Barret, 2001).

La entrada EC para una determinada peptidasa contiene el “numero EC”,
el “nombre recomendado”, una descripcion de la “reaccion”, y una lista de “otros
nombres” que han sido usados anteriormente. Existe también el apartado
“comentarios”, el cual provee un breve sumario de lo que se conoce respecto a la
enzima (incluyendo el nimero de la familia en el sistema MEROPS), enlaces
(“links™) a otras bases de datos, y una seccion “referencias”, con titulos y
numeros de paginas.

En funcion del importante rol que la lista EC juega en la terminologia de
las peptidasas, es importante que toda nueva molécula sea integrada a la lista ni
bien haya sido caracterizada con suficiente detalle. Para que una nueva peptidasa
pueda incluirse en el listado, debe demostrar su individualidad respecto a las
peptidasas ya existentes. Algunos parametros tenidos en cuenta para ello incluyen
el tipo de reaccion, su especificidad, el tipo catalitico al que pertenece, si son o
no codificadas por genes separados en el mismo organismo o si son expresadas en
distintos tipos celulares.

La propuesta para la adicion de una nueva peptidasa al listado debe
incluir al menos una referencia a una publicacion en la que debe describirse con
detalle las técnicas de aislamiento y purificaciéon a homogeneidad utilizadas,
como ser el uso de la electroforesis en gel, del isoelectroenfoque (demostrando la
presencia de una sola banda proteica), un inico pico cromatografico o un unico
pico al espectro de masas, relacionados inequivocamente con la presencia de
actividad enzimatica.

El mecanismo catalitico es revelado usualmente empleando inhibidores
especificos de clase, cuyos resultados deben ser inequivocos, descartando todo
dato de inhibicion parcial que pueda confundir la toma de una decision al
respecto, ya que por lo general las desviaciones de los resultados esperados
pueden deberse a falta de homogeneidad de la enzima.

Aunque el conocimiento de la secuencia de aminoacidos no es un
requerimiento formal, es claro que reviste un gran valor para poder discriminar

con mayor efectividad la supuesta nueva enzima del resto de las de la lista. Si se
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conoce la secuencia polipeptidica de la peptidasa, podra incluirsela con facilidad
en una familia determinada y por tanto le correspondera el tipo catalitico propio
de la familia, sin necesidad de las pruebas de inhibicion. Si la proteina aun no ha
sido clonada o secuenciada por completo, pero ha sido purificada a homogeneidad
y se poseen datos acerca de algunas de sus microsecuencias internas o de su
fragmento N-terminal, puede ser suficiente como para asignarle un sitio tentativo
dentro de alguna de las familias.

Uno de los elementos mas importantes para una peptidasa (forme parte de
la lista 0 no) es el nombre recomendado para la misma. El nombre debe ser lo
suficientemente descriptivo como para que la proteina pueda ser facilmente
recordada y no deje espacio para confusiones. De todas formas, hay que ser
cuidadosos en el momento de otorgar nombres demasiado descriptivos (como por
ejemplo “cistein-proteinasa de Drosophila melanogaster”) ya que la misma
enzima podria encontrarse en otra especie. Por lo general se tiende a utilizar
nombres cortos ya que facilitan la busqueda y el indexado de la enzima en las
bases de datos.

La mayor parte de los nombres de las exopeptidasas de la lista EC se
basan en el tipo de actividad aminopeptidasa, dipeptidasa, etc. determinado por un
descriptor de especificidad (por ejemplo, leucil aminopeptidasa) o un
identificador serial (por ejemplo, carboxipeptidasa A). La mayor parte de las
endopeptidasas poseen nombres compuestos por una sola palabra, como por
ejemplo tripsina, pepsina, o acrosina. La existencia de similitudes bioldgicas
permiten a veces establecer una serie de nombres con una raiz comun, como en el
caso de las catepsinas, aunque resulta poco comun para una endopeptidasa el
poder asignarle un nombre base lo suficientemente descriptivo. De todas formas,
términos como “glutamil-endopeptidasa” pueden modificarse mas tarde por la
adicion de calificativos adecuados (por ejemplo, glutamil-endopeptidasa II) en
caso de encontrar otras enzimas con espec<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>