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1. INTRODUCCION AL MUNDO DE LAS PROTEASAS

1.1. Concepto de Enzima

Quimicamente las enzimas son proteinas que actiian como potentes y
eficaces catalizadores. Un catalizador es una sustancia que acelera una reacciéon
quimica, hasta hacerla instantanea o casi instantdnea al disminuir la energia de
activacion. Acttan en pequefa cantidad y se recuperan indefinidamente. No
llevan a cabo reacciones que sean energéticamente desfavorables, ni tampoco
modifican el sentido de los equilibrios quimicos, sino que aceleran su

consecucion.

1.2. Caracteristicas de la accion enzimatica
La caracteristica maéas sobresaliente de las enzimas es su elevada
especificidad, que no permite que se formen subproductos y que se manifiesta

como especificidad de sustrato y especificidad de accion.

I Especificidad de sustrato. El sustrato (S) es la molécula sobre la que

la enzima ejerce su accién catalitica.

F Especificidad de accion. Cada reacciéon esta catalizada por una

enzima especifica.

La accién enzimatica se caracteriza por la formacién de un complejo que

representa el estado de transicion:

E+S =) ES m) E+P

donde E representa la enzima, S el sustrato, ES el complejo transitorio enzima-
sustrato y P los productos de la reaccion.

El sustrato se une a la enzima a través de numerosas interacciones débiles
tales como puentes de hidrégeno, uniones electrostaticas, hidrofébicas, o de van

der Waals, en un lugar especifico, el centro activo. Este centro es una pequefia
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porcion de la enzima, constituido por una serie de aminodcidos que

interaccionan con el sustrato.

1.3. Clasificacion de las enzimas

En funcién de su acciéon catalitica especifica las enzimas se clasifican en
grupos o clases. A cada enzima se le asigna un nidmero compuesto por cuatro
digitos, asi como un nombre sistematico, que identifica la reaccién que cataliza.
Este sistema de nomenclatura y clasificaciéon de las enzimas fue creado en el afio
1961 por la Comisiéon de Enzimas (“Enzyme Comission”, EC) de la International
Union of Biochemistlry (IUB). Actualmente el Comité de Nomenclatura de la
IUBMB es el sucesor de la Comisiéon de Enzimas. El sistema E.C. agrupa a las

enzimas en seis clases:

Clase 1: Oxidorreductasas
Clase 2: Transferasas
Clase 3: Hidrolasas

Clase 4: Liasas

Clase 5: Isomerasas

Clase 6: Ligasas

Clase 1. Las Oxidorreductasas catalizan reacciones de oxidorreduccion, es decir,
transferencia de hidrégeno (H) o electrones (e-) de un sustrato a otro, segtn la
reaccion general:

AH,+B ~— A +BH:

Ared + Box e — Aox + Bred
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Compuesto Reducido A Compuesto Oxidado B
(Agente Reductor) (Agente Oxidante)

B se reduce. Gana
electrones

A se oxida. Pierde
electrones

Compuesto A Compuesto B
Oxidado Reducido

Sus funciones estan basicamente relacionadas con las reacciones de
oxido reduccion de los organismos. Se encuentran muy comunmente en
reacciones metabolicas. Dentro de ellas existen dos subgrupos
principales: Las Deshidrogenasas y las Oxidasas. Ejemplos de estas

enzimas son la succinato deshidrogenasa y la citocromo oxidasa.

Clase 2. A esta clase de enzimas pertenecen las transferasas, que catalizan la
transferencia de un grupo quimico (distinto del hidrégeno) desde un sustrato a

otro, segun la reaccion:

|

AB+C = A+CB

Un ejemplo es la glucoquinasa, que cataliza la siguiente reaccién :

ETP ADP
—OH ©-PO.H,
H 4] H H
H

Ghose Glucose-6-F

T

glucosa + ATP ~—— ADP + glucosa-6-fosfato
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Clase 3. Las hidrolasas catalizan reacciones de hidrolisis. Este grupo de enzimas
permite romper moléculas de alto peso molecular, haciéndolas reaccionar con
moléculas de agua. Con este método pueden romper enlaces peptidicos, ésteres

o glicosidicos. La mayoria de las enzimas géstricas son de este tipo.

A-B + H>O - AH + B-OH
Otro ejemplo es la lactasa, que cataliza la reaccion:

lactosa + HO ~—— glucosa + galactosa

Clase 4. A esta clase de enzimas pertenecen las liasas, que catalizan reacciones
de ruptura o soldadura de sustratos. Estas moléculas rompen enlaces carbono-

carbono, carbono-oxigeno, carbono-nitrégeno y carbono-azufre.

A-B -— A+B

Un ejemplo es la acetacetato descarboxilasa, que cataliza la reaccién:

L e Ly —_
acido acetacético ~— CO; + acetona

Clase 5. Las isomerasas catalizan la interconversion de isémeros. Realizan
modificaciones en una molécula, cambiando su conformacién molecular, ya sea

como isémero Optico, funcional o de otro tipo.

—_—
A b " B
Son ejemplos de esta clase de enzimas la fosfotriosa isomerasa y la

fosfoglucosa isomerasa, que catalizan las reacciones abajo representadas:

fosfotriosaisomerasa

Dihidroxiacetona-3-P - Gliceraldehido-3-P
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Fosfoglucosa isomerasa

Glucosa-6-P — Fructosa-6-P

-~
Frugtisge-G-F
- aH
H On D
H # ==
H o4

Gl EF

Clase 6. Las ligasas son enzimas que catalizan la unién de dos sustratos con

hidrolisis simultanea de un nucleétido trifosfato (ATP, GTP, etc.):

A+ B+ XTP ~— A-B + XDP + P;

Un ejemplo de esta clase de enzimas es la piruvato carboxilasa, que cataliza

la reaccioén:

piruvato + CO2 + ATP -~ oxaloacetato + ADP + P;

1.4. Hidrolasas vegetales

En los vegetales las hidrolasas estdn involucradas en procesos metabolicos
vitales para el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de los mismos. Muchas
de estas enzimas, entre ellas proteasas, pectinasas, xilanasas, esterasas,
poligalacturonidasas, celulasas, son de gran interés industrial por la variedad
de procesos en que pueden ser aplicadas.

La mayoria de estas enzimas se encuentran presentes en el latex de muchas
especies. El latex es una de las caracteristicas mas salientes de las familias
Asclepiadaceae, Apocynaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Rajesh et al., 2005).

El latex es el fluido lechoso contenido en la o las células de los tubos
laticiferos. Estd compuesto por una suspensién/solucion de una mezcla

compleja de diferentes sustancias: enzimas, terpenos, alcaloides, vitaminas,
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glacidos, lipidos y aminodcidos libres y se han detectado componentes
subcelulares, tales como ntcleo, mitocondrias, ribosomas y vacuolas.

La presencia de latex ha sido reportada en al menos 12000 especies de
plantas pertenecientes a 900 géneros diferentes. Las enzimas detectadas en
latex, tales como proteasas y quitinasas, sugieren un rol en el mecanismo de
defensa de las plantas contra patégenos, parasitos y herbivoros (Freitas et al.,
2007).

Las pectinasas son enzimas que digieren la pectina, sustancia presente en las
paredes de las células vegetales y en la ldmina media (péctica) y se emplean en
el procesamiento de alimentos vegetales. La pectina es un polisacérido
constituido principalmente por la unién de muchas moléculas de acido
galacturénico parcialmente metoxilado. En los extractos comerciales de
pectinasas usados para la fabricacion de jugos de fruta coexisten tres enzimas:
pectinliasa, poligalacturonasa y pectinmetilesterasa.

Las pectinasas son fundamentalmente utilizadas en la clarificaciéon de jugos
de frutos y para evitar el sabor amargo de los mismos. Algunos jugos de frutas,
como los de manzana y pera, deben tener aspecto cristalino, lo cual hace
necesario aclararlos, ya que el producto obtenido por prensado es viscoso y
persistentemente turbio. Los jugos de naranja o pomelo, contrariamente a los
anteriores, deben llegar turbios al consumidor por lo que se usan las mismas
enzimas para causar un efecto contrario al aclaramiento (con el tiempo, las
pectinas de alto peso molecular tienden a precipitar, a causa del calcio presente
en el jugo; si se tratan de manera controlada con pectinasas, se reduce su peso
molecular, no precipitan y la turbidez del jugo se estabiliza). Por otra parte, las
pectinasas se aplican en los procesos de fermentacion de té y café y en la
extraccion de aceites (Kashyap et al., 2001). Asimismo, las pectinesterasas se
usan como espesantes en la industria de las mermeladas (Camperi et al., 1996).

Las quitinasas catalizan la hidrélisis de quitina, un biopolimero de N-acetil-
D-glucosamina. Los patrones de expresiéon de quitinasas en estudios in vitro
(Meins & Ahl, 1989), de inhibicion del crecimiento fingico por quitinasas

(Schlumbaum et al., 1986) y la mayor resistencia de plantas transgénicas a



Introduccion 9

hongos patégenos (Broglie et al., 1991) son consistentes con la hipétesis de que
las quitinasas constituyen un importante componente de los sistemas de
defensa de las plantas. Consecuentemente, las quitinasas vegetales son objeto
de intensas investigaciones que podrian finalmente conducir a cultivos
resistentes a enfermedades y disminuir el uso de pesticidas ecolégicamente
nocivos.

Probablemente las hidrolasas de mayor interés estén representadas por las
enzimas proteoliticas, que representan casi las dos terceras partes de las
enzimas que se comercializan en el mercado mundial (Barrett et al., 2004). Se
estima que en el mundo las industrias que aplican enzimas para sus productos
invierten anualmente cerca de un billon de ddlares en su comercializacién, de
las cuales el 75% son enzimas hidroliticas; de este porcentaje, las proteasas
representan el 60% de total de las ventas mundiales (Rao et al., 1998).

La mayoria de estas enzimas proviene de fuentes microbianas, pero varias
proteinasas vegetales tales como papaina, bromelaina y ficina siguen siendo
preferidas en un gran namero de procesos (Mantell et al., 1986). Sin embargo el
nimero de proteasas vegetales que han sido aisladas y caracterizadas es ain
muy bajo (Trejo, 2005).

Tanto proteasas como pectinasas y quitinasas se encuentran formando parte

del latex de muchas especies de la familia Asclepiadaceae (Freitas et al., 2007).

1.4.1. Enzimas proteoliticas

Dentro de la clase 3 correspondiente a las hidrolasas, las enzimas
proteoliticas también denominadas proteasas, proteinasas o peptidasas integran
la subclase 3.4 y representan alrededor del 2% de todos los productos génicos
(Barrett et al., 2004). Estas enzimas se caracterizan porque catalizan
especificamente la hidrélisis del enlace peptidico. Se han utilizado desde
tiempos muy antigiios en un gran nimero de procesos biotecnolégicos. Entre
los mas conocidos pueden citarse: la tiernizacién de carnes, la elaboracién de
cerveza, la panificacién, la elaboracién de quesos y la obtencién de proteinas

modificadas en la industria alimentaria. También se utilizan como aditivos en
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polvos detergentes, en el tratamiento de efluentes industriales, en el proceso de
manufactura de cueros, en la industria textil y mas recientemente en la sintesis
de péptidos en medios no convencionales (Uhlig, 1998, Guzmaén et al., 2007). Es
asi que debido a sus variadas aplicaciones, el interés de los investigadores por
las enzimas proteoliticas de diverso origen se ha mantenido a lo largo de los
anos.

Se ha demostrado también que las peptidasas participan en procesos que
conducen al desarrollo de enfermedades de fuerte impacto social. Por tal
motivo también se ha despertado el interés por obtener o disefar inhibidores
que puedan actuar como agentes terapéuticos teniendo como "blanco" a las
proteasas. Entre las principales enfermedades en las que aparecen
involucradas las enzimas proteoliticas pueden mencionarse el céncer
(Coussens et al., 2002), el SIDA (Baltimore et al., 1998; Bartlett & Moore, 1998),
el asma (Katz et al., 1998; Rice et al., 1998, Agusti et al., 1998; Mulligan et al.,
2000), la malaria (Rosenthal et al., 1998; Dahlgren et al., 2003) y el mal de
Alzheimer (Maccioni et al., 2001; Roberts, 2002).

Las proteasas cisteinicas tipo papaina han sido identificadas como claves
en patologias relacionadas con desérdenes degenerativos, invasivos y del
sistema inmune (Lecaille et al., 2002; Bromme & Kaleta, 2002). La catepsina K
tiene como principal accién la degradacion del hueso en los osteoclastos y su
inhibicién selectiva puede ser beneficiosa en el tratamiento de la osteoporosis
y en ciertas formas de artritis (Gowen et al., 2000; Yamashita & Dodds, 2000;
Hou et al., 2002). Se ha demostrado que la catepsina S desempefia un rol
fundamental en la presentaciéon de antigenos clase II del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC); la inhibiciéon de la catepsina S disminuye
significativamente la respuesta a antigenos, hecho que convierte a esta enzima
en un nuevo blanco para drogas contra el asma y ciertas enfermedades
autoinmunes (Cimerman et al., 2001; Riese et al., 1998). Las catepsinas han sido
también implicadas en la invasién tumoral y en las metastasis (Levicar et al.,
2002). Recientemente se ha desarrollado un creciente interés en el rol que

juegan las proteasas cisteinicas en un amplio rango de enfermedades


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Hou+WS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Cimerman+N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Riese+RJ%22%5BAuthor%5D
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parasitarias como la malaria, la enfermedad de Chagas y la esquistosomiasis
(Lecaille et al., 2002; McKerrow, 1999). Las proteasas cisteinicas tipo papaina
cumplen en los organismos pardasitos roles indispensables en el crecimiento,
diferenciaciéon celular, sefalizacion e invasion al huésped y acttan
frecuentemente como factor de virulencia, atacando al sistema inmune del
huésped (Sajid & McKerrow, 2002).

Si bien las proteasas que participan en cada una de las enfermedades
mencionadas son especificas, el hecho de que muchas de ellas compartan un
mismo mecanismo catalitico facilita el disefio de moléculas que puedan
interferir en su actividad y convertirse, en consecuencia, en potenciales
farmacos para el tratamiento terapéutico de aquéllas. Ello no significa
necesariamente que el mismo fadrmaco resulte de aplicaciéon en enfermedades de
distinta etiologia, pero es obvio que en la medida en que se incremente el
conocimiento de la estructura y de las caracteristicas cataliticas de nuevas
proteasas se dispondra de nueva informacién bésica que redundard en la
conformacién de una base de datos multipropésito en constante crecimiento.
Seguramente es aqui donde debe buscarse la razén del renovado interés que se
advierte en muchos grupos de investigacién por el estudio de proteasas y de

inhibidores de distinto origen.

1.4.1.1. Clasificacion y Nomenclatura de las enzimas proteoliticas

El primer término con el que se denominé a las enzimas proteoliticas fue el
de proteasas y surgié a finales del siglo XIX como un término general que
abarcaba a todas las hidrolasas que acttian sobre los enlaces peptidicos. Mas
adelante un grupo de investigadores aleman sugiri6 el término proteinasas para
denominar a aquellas proteasas que tienen como sustrato a las proteinas y
peptidasas a aquellas enzimas que tienen como sustrato a los péptidos de menor
peso molecular. Sin embargo, también fue utilizado el término peptidasa en un
sentido mé&s amplio, abarcando a todas las hidrolasas del enlace peptidico
(Barrett, 2004). Dado que el uso del término peptidasa ha generado confusion, el

Comité de Nomenclatura de Enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica
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y Biologia Molecular (NC-IUBMB) en el afio 1984 ha recomendado el uso de
este término en un sentido general para todas las hidrolasas que acttian sobre
los enlaces peptidicos. Segiin esta nomenclatura, las peptidasas pertenecen a la
clase de las hidrolasas (EC 3) y, dentro de esta clase, a la subclase EC 3.4, que

contiene las enzimas que catalizan la hidrolisis de la unién peptidica.

Seguin la ubicacién de los enlaces hidrolizados, las peptidasas a su vez se
dividen en dos grandes grupos: las endopeptidasas -que rompen uniones
peptidicas en distintos puntos del interior de la proteina- y las exopeptidasas -

que remueven uno o mas aminoacidos desde los extremos carboxilo o amino-.

Las endopeptidasas difieren de casi todas las demds enzimas en que su
especificidad de sustrato resulta extremadamente dificil de definir, hecho que
llevé a Hartley (1960) a proponer una clasificaciéon de las mismas basada en las
caracteristicas de sus respectivos mecanismos cataliticos, constituyendo en la
actualidad siete-subgrupos en la clasificaciéon internacional: endopeptidasas
serinicas, endopeptidasas cisteinicas, endopeptidasas asparticas, metalo-
endopeptidasas, endopeptidasas treoninicas, endopeptidasas glutdmicas y
endopeptidasas de mecanismo catalitico desconocido. Cada una de las sub-
subclases de endopeptidasas mencionadas posee un mecanismo catalitico
distintivo, pero atn asi pueden agruparse en dos grandes categorias: las que
forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato (serinicas, cisteinicas
y treoninicas) y las que no forman complejos enzima-sustrato covalentes

(aspérticas, glutamicas y metalopeptidasas).

Schechter & Berger (1967) han propuesto un modelo conceptual para
referirse a la especificidad de una peptidasa. 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 P3, P2, P;, etc., en tanto que los que se encuentran
hacia el C-terminal se denominan P1', 2!, P3', etc. Los subsitios de la proteasa

que “acomodan” los residuos del sustrato se numeran como Si1, Sz, S3 y S1', Sz,



Introduccion 13

Ss', respectivamente, (Figura 1). El esquema presentado esta obtenido de Turk &

Guncar, 2003.

Unidn peptidica
susceptible al corte

Figura 1. Interaccién enzima-sustrato. Esquema representativo del
sistema de nomenclatura de Schechter y Berger para los
subsitios del sitio activo de una peptidasa.

A la informacién sobre el Comité de Nomenclatura de la Unidon
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB) se puede

acceder en el sitio http:/ /www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme.

A medida que un area de investigacion crece se hace necesario un sistema
de nomenclatura y clasificacién para facilitar el manejo de toda la informacién y
que ademas permita la comunicacién entre las personas y el almacenamiento y
btisqueda de dicha informacién sin ambigiiedades. En este sentido los sistemas
EC y MEROPS, con diferentes criterios, ordenan, clasifican y retnen la
informacién acerca de las peptidasas.

El sistema EC tiene la desventaja de no tener en cuenta la existencia de
grupos estructurales que reflejen las relaciones evolutivas de las peptidasas
miembro de cada clase; por esta causa en 1993 Rawlings & Barrett comenzaron
el disefio de un sistema de clasificion de peptidasas que salva esa deficiencia y
agrupa a las peptidasas teniendo en cuenta esta caracteristica fundamental. El
sistema se sigue perfeccionando durante algunos afios hasta que en 1996
comienza a publicarse en en la web como base de datos de proteasas MEROPS

(Rawlings et al., 2006, http://merops.sanger.ac.uk/index.htm) donde se encuentran

més de dos mil peptidasas con ntmero de identificaciéon y cerca de 2500


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme
http://merops.sanger.ac.uk/index.htm
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secuencias. Este sistema de clasificacion tiene en cuenta los conceptos de tipo

catalitico, clan, familia 'y peptidasa (Tabla 1).

Nivel Descripcion

Conjunto de familias en las que todas las peptidasas
han evolucionado a partir de un tnico ancestro. Las
Clan familias en el mismo clan tienen en comun que las
peptidasas que las integran exhiben tipos de
plegamiento similares

Una familia incluye peptidasas que presentan

Familia |homologia en la secuencia aminoacidica de la region
encargada de la actividad enzimatica
Una peptidasa es un grupo de proteinas que
Peptidasa | Muestran una actividad proteolitica particular y que

estdn muy estrechamente relacionadas en secuencia

Tabla 1. Sistema MEROPS de clasificacion de peptidasas.

El concepto de tipo catalitico de una peptidasa depende de la naturaleza

quimica de los grupos responsables de la catalisis (Barrett et al., 2004).

En los clanes y familias se agrupan peptidasas homologas. Un clan contiene
una o més familias de peptidasas que muestran tener un origen comtn, es decir
que estan relacionadas evolutivamente. La evidencia mas clara de homologia en
el nivel de clan estd dada por la similitud en la estructura terciaria. En las
tamilias, las peptidasas estdn agrupadas en base a la homologia de su secuencia
aminoacidica, particularmente en la zona de la molécula responsable de la

actividad enzimatica (Barrett et al., 2004).

La mayoria de los clanes estdn formados por peptidasas de un solo tipo
catalitico, tal el caso del clan CA, formado por varias familias de peptidasas

cisteinicas. La primer peptidasa reconocida como de tipo cisteinico fue papaina,
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prototipo de la familia C; y del clan CA. Casi todas las peptidasas cisteinicas de

origen vegetal pertenecen a la familia C;.

1.4.1.2. Mecanismos cataliticos de las endopeptidasas
1.4.1.2.1. Peptidasas serinicas y treoninicas

Esta clase de peptidasas comprende dos familias distintas: la familia de la
quimotripsina que incluye enzimas de mamiferos (quimotripsina, tripsina,
elastasa), plantas y microorganismos y la familia de la subtilisina, que si bien en
un principio se crey6 constituida solamente por enzimas bacterianas (ejemplo:
subtilisina), actualmente se han encontrado representantes en otros
microorganismos, en plantas y en animales superiores. Si bien la estructura
general tridimensional es diferente en las dos familias, ambas tienen la misma
geometria de sitio activo y en consecuencia catalizan las reacciones con el
mismo mecanismo. Las proteinasas serinicas exhiben diferentes especificidades
de sustrato, relacionadas con las sustituciones de aminodcidos en varios
subsitios enzimaticos que interacttian con los residuos de los sustratos. Algunas
enzimas tienen un amplio sitio de interaccidon con el sustrato, mientras que otras
tienen una especificidad restringida al residuo P1 del sustrato.

La actividad de las mismas suele ser méxima a valores de pH alcalinos y no
requieren activadores, aunque los iones calcio intervienen en la activacién de

algunas proenzimas y estabilizarian a algunas enzimas.

Si bien estas enzimas son las mas estudiadas en el campo de las proteasas,
son relativamente pocas las que se conocen dentro de los vegetales. Entre ellas
pueden citarse cucumisina, aislada de Cucumis melo L. var. Prince (Kaneda &
Tominaga, 1975; Kaneda et al., 1995; Uchikoba et. al., 1995); macluralisina
obtenida de Maclura pomifera (Raf.) Schneid. (Rudenskaya et al., 1995);
taraxalisina extraida de Taraxacum officinale Webb s.l. (Rudenskaya et al., 1998),
cryptolepaina purificada y caracterizada a partir de Cryptolepis Buchanan (Pande et
al., 2006), carneina de Ipomoea carnea (Patel et al., 2007) y wrightiaina, una proteasa
estable aislada del latex de Wrightia tinctoria (Tomar et al, 2008). También fueron

estudiadas las enzimas obtenidas a partir de Benincasa cerifera (Kaneda &
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Tominaga, 1977), de Trichosantes cucumeroides Maxim. (Kaneda et al., 1986),
Trichosantes bracteata (Lam.) Voigt (Kaneda & Uchikoba, 1994), de Cucurbita
ficifolia (Curotto et al., 1989), de Synadenium grantii Hook, ‘f’. (Menon et al, 2002),
de Euphorbia supina (Arima et al, 2000) y Euphorbia milii (Yadav et al., 2006), de
Melothria japonica (thumb) Maxim (Uchikoba et al, 2001) y de Cucumis trigonus
Roxburghi (Asif-Ullah, et al. 2006), entre otras.

1.4.1.2.2. Peptidasas cisteinicas

Esta clase incluye las proteasas vegetales mas extensamente estudiadas ,tales
como papaina, ficina, actinidina o bromelaina, varias catepsinas de mamiferos,
calpainas citosolicas y algunas proteasas de parasitos como las de Trypanosoma.
La mayoria de las peptidasas de esta clase estdn incluidas dentro de la familia
de la papaina, que es la enzima cisteinica mas ampliamente estudiada,
responsable de los principales avances no solamente en el campo de las
proteinasas cisteinicas sino en la enzimologia en general. Ha sido la primera
proteinasa cisteinica a la que se le determind la estructura tridimensional
(Drenth et al., 1968), por lo que es considerada como el arquetipo de esta clase
de peptidasas.

Actualmente se sabe que estas peptidasas se sintetizan en los polisomas del
citoplasma como un precursor o propéptido N-terminal de corta longitud y otro
C-terminal mas largo. Esta proenzima inactiva se dirige al lumen del reticulo
endoplasmatico y luego es transportada a las vacuolas o a la pared celular que
constituyen su destino final. La mayoria de las proteinas solubles de las plantas
poseen una secuencia sefial a nivel del C-terminal reconocida por un receptor
del aparato de Golgi (Okamoto et al, 2003) y luego transportada por la red trans
Golgi. Sin embargo, ciertas peptidasas de la familia de la papaina tienen una
secuencia sefial de retencion al reticulo endoplasmatico y asi, son transportadas
en grandes vesiculas que emergen del reticulo y se fusionan directamente con
las vacuolas almacenadoras de proteinas, sin pasar por el Aparato de Golgi,
(Okamoto et al, 2003). Finalmente, cuando se remueven las secuencias C y N-

terminales del propéptido en estas vacuolas adoptan la conformacién nativa
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que es la estructura quimica con capacidad de cumplir su funcién bioldgica

(Grudkowska & Zagdafiska, 2004).

Al igual que en las proteasas serinicas, la catalisis ocurre a través de la
formacién de un intermediario covalente e involucra un residuo cisteina y un
residuo histidina. La Cisteina 25 y la Histidina 159 (de acuerdo a la numeracién
de papaina) juegan el mismo rol de la Serina 195 y de la Histidina 57,
respectivamente. El nucleéfilo en este caso no es un grupo -OH, sino un ion
tiolato que es estabilizado a través de la formacién de un par i6nico con el
grupo vecino imidazol de la Histidina 159. Siendo el nucleéfilo atacante el par
iénico tiolato-imidazol en ambas etapas, no se requiere una molécula de agua.
La cisteina catalitica estd involucrada en un equilibrio tautomérico entre las
formas neutras y dipolar (zwitterion). Se cree que el sulfuro aniénico estd
involucrado directamente en un ataque nucleofilico en el carboxilo del sustrato.

La ruptura del mismo implica el ataque del agua catalizado por la enzima.

Dado que estas enzimas son inactivadas por reactivos bloqueantes de los
grupos sulfhidrilo por conversion en puentes disulfuro y tienen la capacidad de
reactivarse en presencia de agentes reductores, se las denominé
“tiolproteinasas” (Hartley, 1960). Considerando que el tinico aminoacido que
posee un grupo sulfhidrilo (tiol) en la cadena lateral es la cisteina, se sugirid
sustituir el término “tiolproteinasas” por el de “proteinasas cisteinicas” (NC-

IUBMB, 1984) (Figura 2, esquema tomado de http://delphi.phys.univ-

tours.fr/Prolysis/index.html).

Como ejemplos de peptidasas cisteinicas vegetales se pueden citar a las
aisladas de Carica papaya (Azarkan et al., 2003, Azarkan et al., 2006), de Araujia
hortorum (Priolo et al., 2000; Obregén et al., 2001), de Araujia angustifolia
(Obregoén et al., 2006), de Melia azedarach (Uchickoba et al., 1999), de Calotropis
gigantea (Rajesh et al, 2005), de Bromelia hieronymi Mez (Bruno et al, 2003, Bruno
et al., 2006, Bruno, 2007), de Bromelia balansae Mez (Pardo et al., 2001), de
Bromelia pinguin (Abreu Payrol et al., 2005, Abreu Payrol et al., 2007), de Bromelia
fastuosa (Cabral, 2006), de Funastrum clausum (Morcelle del Valle et al., 2004a;


http://delphi.phys.univ-tours.fr/Prolysis/index.html
http://delphi.phys.univ-tours.fr/Prolysis/index.html
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Morcelle del Valle, 2004 b), de Asclepias curassavica (Liggieri, et al. 2004, Liggieri,
2005), de Phillibertia gilliesi (Sequeiros et al., 2005; Sequeiros, 2006), de Carica
candamarcensis (Pereira, et al., 2001), de Calotropis procera (Freitas et al., 2007) y

Vasconcellea spp. (Kyndt et al., 2007) entre otras.
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Figura 2. Mecanismo catalitico de las proteinasas cisteinicas.
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1.4.1.2.3. Peptidasas asparticas

La mayoria de las proteinasas aspérticas estudiadas pertenecen a la familia
de la pepsina. Esta familia incluye enzimas digestivas tales como pepsina y
quimopepsina, catepsina D y algunas proteasas fungicas. Una segunda familia
incluye proteinas virales tales como la proteasa del virus del SIDA, llamada
retropepsina.

Estudios cristalograficos permitieron mostrar que estas enzimas son
moléculas constituidas por dos 16bulos homélogos, con el sitio activo localizado
entre ambos. Cada l6bulo contribuye con un residuo aspartico de la diada
activa de aspartatos. Estos dos residuos asparticos estin geométricamente muy
proximos en la molécula activa y uno s6lo de ambos aspartatos es ionizado en
el rango de pH 6ptimo (2-3). Por actuar en forma 6ptima a bajos valores de pH
estas proteinasas también fueron denominadas “proteinasas &cidas” por
Hartley (1960).

Las proteasas aspdrticas vegetales conocidas han sido aisladas vy
caracterizadas a partir de hojas, flores y semillas de diferentes especies. Entre
ellas podemos mencionar phytepsina aislada a partir de especies de Arabidopsis,
Brassica, Centaurea, Cynara, Hordeum, Lycopersicum, Orysa y Vigna, (Kervinen,
1998, A. Kulkarni & M. Rao, 2007) ademas de cyprosina obtenida a partir de
Centaurea calcitrapa y de Cynara cardunculus (Cordeiro et al., 1998) y cardosina A
(Pires, 1998a) y cardosina B (Pires, 1998b) aisladas de Cynara cardunculus.
Recientemente se aislé otra proteasa aspartica de la especie Silybum marianum
(L.) Gaertn. (Vairo Cavalli, 2005). Por otra parte, recientemente se ha
caracterizado una proteasa aspartica de Arabidopsis implicada en procesos de
defensa (Simdes et al., 2007).

Estas enzimas pueden ser monoméricas o heterodiméricas, conteniendo dos
péptidos procesados a partir del mismo precursor proteico. Las proteinasas
asparticas de los vegetales son generalmente secretadas o bien destinadas al
compartimento vacuolar. La secuencia primaria de algunas de estas enzimas ha
sido determinada y presentan un alto grado de identidad con las de origen

animal y microbiano; sin embargo, las proteinasas aspérticas vegetales tienen
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una region muy especifica que no se encuentra en animales, microorganismos o
proteinasas virales. Si bien la funcién de esta regiéon no ha sido atin elucidada se
ha propuesto una funcién en el procesamiento o degradacién de proteinas,
aunque se requeririan mds estudios para confirmar su funcién in vivo.
Resultados mas recientes sugieren posibles roles en la muerte celular

programada de los tejidos y en la resistencia a los patégenos (Mutlu & Gal,

1999).

1.4.1.2.4. Metalopeptidasas

Las metaloproteinasas se encuentran entre las hidrolasas en las cuales el
ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico es mediado por una molécula de
agua. Esta es una caracteristica compartida con las proteasas asparticas, pero en
las metaloproteasas un cation metalico divalente, usualmente cinc, aunque
algunas veces cobalto, niquel o manganeso, activan la molécula de agua. El ién
metalico es generalmente sostenido por tres aminodcidos ligandos.

Estas proteinasas se dividen en dos grandes grupos dependiendo del
namero de iones metdlicos requeridos para la catalisis. En varias
metaloproteasas se requiere solamente un ién cinc, pero en algunas son dos los
iones metdlicos que acttian cocataliticamente. Todas aquellas en las que son
esenciales cobalto o manganeso, se requieren dos iones metalicos, aunque hay
familias dependientes de cinc en las que también dos iones son cocataliticos. En
las proteinasas con iones metdlicos cocataliticos, solamente cinco residuos
aminoacidicos actian como ligandos, siendo uno de ellos el que liga a ambos
iones. Todas las metaloproteinasas con iones metalicos cocataliticos son
exopeptidasas, mientras que las metaloproteinasas con un ion metalico
catalitico pueden ser exo- o endopeptidasas. Los ligandos conocidos son
Histidina, Glutamina, Aspartico o Lisina.

Estas enzimas difieren ampliamente en sus secuencias y en sus estructuras
pero la gran mayoria contiene un dtomo de cinc cataliticamente activo. En
algunos casos, el cinc puede ser reemplazado por otro metal como cobalto o

niquel sin pérdida de la actividad. La termolisina bacteriana ha sido bien
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caracterizada y su estructura cristalografica indica que el zinc estd unido por
dos histidinas y un 4acido glutdmico.

Varias enzimas contienen la secuencia HEXXH, la cual provee dos ligandos
histidinas para el cinc mientras el tercer ligando es tanto acido glutdmico
(termolisina, neprilisina, alanilaminopeptidasas) o una histidina (astacina).
Otras familias exhiben un modo diferente de unién al d4tomo de cinc. Las
metalopeptidasas constituyen el grupo de enzimas proteoliticas menos
estudiado en los vegetales. Existen solamente unas pocas referencias sobre la
presencia de esta clase enzimas en semillas de Cucurbita pepo (Hara &
Matsubara, 1980), de soja: Glicine max (Bond & Bowles, 1983), de Canavalia
ensiformis (Dalkin et al., 1983) y de Fagopyrum esculentum (Belozersky et al. 1990).

Recientemente se han aislado de Arabidopsis thaliana (Chabregas, 2003).

1.4.1.2.5. Peptidasas glutamicas

Las proteasas glutdmicas en wun principio fueron denominadas
“carboxilpeptidasas insensibles a la pepstatina". Son similares a las asparticas,
de origen fangico y pertenecen a la denominada familia G1. La importancia de
los residuos glutamico 136 ("E") y glutamina 53 ("Q") en el sitio activo de estas
proteasas llevé a proponer el término "familia EQolisina” para referirse a las
mismas. El mecanismo sugerido es un ataque nucleofilico por una molécula de
agua activada por la cadena lateral del glutdmico 136 formando el intermediario
tetraédrico con el atomo de C del enlace peptico que se escinde. La asistencia
electrofilica y la estabilizacién del oxianién son provistas por la amida de la

Glutamina 153. (Fujinaga et al., 2004).

1.4.1.2.6. Peptidasas de mecanismo catalitico desconocido

Existe un nimero de peptidasas para las cuales el mecanismo catalitico no se
ha elucidado. Aquellas sobre las cuales se conoce la secuencia de aminoacidos
se han denominado con la letra “U” (“unclassified”) sin considerar el

mecanismo catalitico y se les asigha ademas un ntimero arbitrario, por ejemplo
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Familia U28 que contiene dipeptidasa E de Escherichia coli. Las bases de datos

muestran 20 familias de peptidasas no clasificadas (Barrett, et al., 2004).

1.5. Proteasas de latex

En el curso de su desarrollo todas las células recambian proteinas y por lo
tanto contienen enzimas proteoliticas para cumplir dicha funcién.
Generalmente estas proteasas se encuentran en cantidades relativamente bajas y
son frecuentemente dificiles de detectar si no se emplean sustratos muy
sensibles. Sin embargo, algunas especies de plantas poseen gran concentracién
de proteasas en ciertos tejidos. Un ejemplo de ello es el latex obtenido a partir
de plantas de diversas familias en el que las enzimas proteoliticas superan el
50% de las proteinas totales. En estos casos la actividad proteolitica es por lo
menos superior en dos érdenes de magnitud a la encontrada en otros tejidos. La
abundancia de estas proteasas por sobre los requerimientos para el crecimiento
y el desarrollo celular indican que podrian actuar como "aleloquimicos"
(Dalling, 1986; Kono et al., 2004).

Proteasas cisteinicas de latex de frutos tales como papaina y ficina son
conocidas por digerir la cuticula de los nematodos y presentar baja toxicidad,
por lo que se utilizan desde hace tiempo en el tratamiento gastrointestinal de
infecciones por nematodos tanto en animales como en el hombre (Stepenk et al.,

2004).

1.5.1. Proteasas de latex de Asclepiadaceae

En el afio 1811 Robert Brown separ6 la familia Asclepiadaceae de Apocynaceae
(Jussieu, 1789). Sin embargo, a raiz de recientes trabajos sobre teorias
tilogenéticas basadas en el analisis de ADN, se han fusionado nuevamente
como Apocynaceae (Endress & Bruyns, 2000) siendo Asclepiadaceae considerada
en la actualidad por muchos autores como la subfamilia Asclepiadoideae. Si bien
esto ha sido aceptado por muchos investigadores, no hay ain unanimidad de
creiterios en tal sentido, por lo que en el presente trabajo se considerard como

tamilia Asclepiadaceae.
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Los primeros trabajos en cuanto a la detecciéon de proteasas en el latex de
esta familia datan del afio 1940 en que Winnick y colaboradores aislaron del
latex de Asclepias speciosa una proteinasa cisteinica a la que denominaron
asclepaina s. En el mismo afio Greenberg & Winnick (1940) obtuvieron una
enzima de iguales caracteristicas a partir del latex de Asclepias mexicana
(asclepaina m), ambas con méxima actividad a pH 7,5 frente a hemoglobina
desnaturalizada y ovalbtimina como sustratos.

Poco tiempo después Carpenter & Lovelace (1943) determinaron que el pl
de una proteasa aislada de Asclepias syriaca es de 3,1. El latex de esta especie fue
sometido a posteriores estudios (Brockbank & Lynn, 1979; Lynn et al., 1980), que
revelaron la existencia de al menos dos tipos de proteasas, cada una de ellas con
multiples formas que difieren ligeramente en su composicién de aminoécidos,
su pH o6ptimo (7 y 8,5) y su peso molecular (21 y 23 kD), atn cuando su
comportamiento frente a la cadena P de insulina muestra una especificidad
similar. Barragan et al. (1985); y Tablero et al. (1991) estudiaron las distintas
formas moleculares de proteasas presentes en el latex de Asclepias glaucescens,
que no difieren significativamente de las encontradas en las anteriores especies:
si bien el pl varia entre 3,6 y 9,2, las proteasas mas abundantes (de pl superior a
9) tienen un peso molecular de 23 kD y su estructura secundaria es muy similar
a la de papaina.

Del latex de Calotropis gigantea se aislaron inicialmente dos cisteinilproteasas
(Abraham & Joshi, 1979a, 1979b), denominadas calotropina FI y calotropina FII;
se trata de glicoproteinas de parecido peso molecular (23-27 kD) que muestran
dos valores 6ptimos de pH sobre hemoglobina (4,3 y 8,1) y similar composicién
aminoacidica. Un estudio posterior (Pal & Sinha, 1980) revel6 la existencia de
dos proteinasas adicionales (calotropinas DI y DII) que pudieron cristalizarse y
que poseen un tnico maximo de actividad frente a azoalbtmina (pH 7,5-8,0); su
peso molecular estd dentro del mismo rango (24 kD) pero su composicion
aminoacidica difiere de las anteriores. A partir de Calotropis procera se ha aislado
proceraina (Kumar Dubey & Jagannadham, 2003), una proteasa cisteinica de

28,8 kDa y pl 9,32 que es capaz de hidrolizar N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-
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nitroanilida pero no N-succinil-L-Ala-Ala-p-nitroanilida, N-succinil-L-Ala-p-
nitroanilida ni N-d-Benzoil DL-Arg-p-nitroanilida; la enzima no esta glicosilada,
tiene el N-terminal bloqueado y contiene 8 residuos de triptofano, 20 de tirosina
y 7 de cisteina. En estudios mds recientemente se analiz6 el perfil enzimatico del
latex de Calotropis procera (Freitas et al., 2007) detectdndose que la mayor
actividad proteolitica es debida a la presencia de al menos cuatro proteinasas
cisteinicas a las que le asignan el rol de defensa que posee el latex en las plantas.

Posteriormente se purificaron y caracterizaron varias peptidasas a partir del
latex de otras especies de Asclepiadaceae. A partir del latex de Araujia hortorum
Fourn. mediante cromatografia de intercambio catiénico (CM-Sepharosa CL 6B)
se han purificado tres endopeptidasas cisteinicas: araujain h I, h II y h III, cuyos
pesos moleculares son 24,0 kD, 23,7 kD y 23,5 kD, respectivamente; las tres
mostraron preferencia por el derivado de Gln para sustratos del tipo Na-CBZ-
aa-p-nitrofeniléster y un perfil de pH sobre caseina con maximo de actividad
entre pH 8,0 y 9,0. Araujaina h I y h III tienen pI > 9,3, mientras que araujaina h
IT tiene un pl algo mas bajo (8,9). La secuencia N-terminal de araujaina h II
revel6 un 68% de identidad con quimopapaina y un 59% con araujaina h III, en
tanto que araujaina h I tiene el N-terminal bloqueado (Priolo et al., 2000;
Obregon et al., 2001). Funastraina c II fue aislada a partir del latex de Funastrum
clausum (Jacq.) Schlechter por cromatografia de intercambio i6énico, utilizando
SP-Sepharosa FF, su peso molecular es de 23,6 kD y su pl > 9,3. Se determino el
pH o6ptimo sobre caseina (pH 9,0-10,0) y empleando PFLNA (Filippova et
al.1984) (pH 6,8); con este sustrato el valor de Km fue 0,1011 mM y kcat 0,9 s -1.
La secuencia N-terminal tiene 75% de identidad con asclepaina a y 71% con
asclepaina b (ambas enzimas de Asclepias syriaca) y 70% con araujaina h III
(Morecelle et al., 2004b). Del latex de Asclepias curassavica L. también se ha aislado
por cromatografia de intercambio iénico utilizando SP-Sepharosa FF una
endopeptidasa cisteinica denominada asclepaina c I, que posee un pl > 9,3, un
peso molecular de 23,2 kD, manifiesta preferencia por el derivado de GIn para
sustratos del tipo Na-CBZ-aa-p-nitrofeniléster y un valor de Km 0,818 mM
frente a PFLNA (Liggieri et al., 2004).
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También se han estudiado dos especies pertenecientes al género Morrenia:
M. brachystephana Griseb. (Vairo Cavalli et al., 2003) y M. odorata (Hook et Arn.)
Lindley; del latex de M. brachystephana se aislaron morrenaina b I y b II, que
difieren en cuanto a su preferencia sobre sustratos del tipo Na-CBZ-aa-p-
nitrofenil éster (morrenaina b I mostré mayor afinidad para el derivado de Asp,
mientras que morrenaina b II hizo lo propio con el derivado de Gly); la
secuencia N-terminal de morrenaina b I muestra un 73% de identidad con
araujaina h II y s6lo un 47% de identidad con morrenaina b II. Morrenaina o II
fue obtenida a partir del latex de M. odorata; su N-terminal tiene un 95% de
identidad con el de morrenaina b II, ambas tienen un pI > 9,3 pero difieren en
los valores de Km y kcat frente a los derivados Na-CBZ-aa-p-nitrofeniléster de
Ala, Asp y Gly (Vairo Cavalli et al., 2001). Recientemente se ha demostrado la
presencia de varias proteasas en el latex de Philibertia gilliessi Hook. et Arn.
(Sequeiros et al. 2005) y se ha purificado una de ellas denominada philibertaina
g I, que es una endopeptidasa cisteinica basica (pI > 10,25), con un peso
molecular de 23,5 kD que hidroliza al PFLNA (Km 0,15 mM) y cuya secuencia
N-terminal tiene un 73% de identidad con la de caricaina (proteasa de Carica
papaya).

A partir del latex de Ervatamia coronaria se han purificado y caracterizado
tres proteasas cisteinicas, llamadas ervatamaina A, B y C. Ervatamaina By C
fueron cristalizadas en el afio 1999 y se les determiné la estructura
cristalogréfica preliminar con una resolucion de 2,5 y 2,6 A, respectivamente
(Chakrabarti et al. 1999).

Ervatamaina A (Nallamsetty et al., 2003) exhibe alta actividad proteolitica
frente a sustratos naturales y amidolitica frente a sustratos sintéticos, posee una
masa molecular de 27,6 kD y su pl es 8,37. En su molécula hay 11 residuos de
tirosina, 8 de triptofano y 7 de cisteina. La secuencia N-terminal muestra los
aminodcidos tipicamente conservados en las proteasas cisteinicas.

Ervatamaina B ha sido purificada por cromatografia de intercambio iénico y
cristalizacion (Kundu et al., 2000), su pl es 9,35 y la masa molecular fue

estimada en 26 kD por SDS-PAGE vy gel filtracion. Posee 7 residuos de
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triptofano y 10 de tirosina por molécula y s6lo 2 puentes disulfuro, en lugar de
los tres tipicos de las proteasas cisteinicas. La enzima hidroliza sustratos
naturales desnaturalizados como caseina, azoalbimina y azocaseina con alta
actividad especifica, ademas de mostrar actividad amidolitica frente a N-
succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida con un valor de Km 6,6 mM. Se estudiaron
los cambios conformacionales inducidos en dicha enzima por el agregado de
diferentes alcoholes e incrementos de temperatura (Kundu et al., 2002). En un
trabajo posterior (Biswas et al., 2003) se determiné la estructura cristalografica
de ervatamaina B con una resolucién de 1,63 A, se pudo inferir su estructura
primaria y se detectaron varias sustituciones con respecto a papaina que
justifican la alta estabilidad de esta enzima, asi como su especificidad de
sustrato.

Ervatamaina C (Thakurta et al., 2004) es una enzima muy estable que ha sido
cristalizada y de la cual se ha determinado su secuencia. Si bien la estructura
tridimensional en general es similar a la de los otros miembros de la familia de
la papaina, presenta la sustituciéon de algunos residuos de aminoacidos que
normalmente estan conservados tanto en los dominios L y R como en la region
de la hendidura del interdominio. Estas sustituciones provocarian un
incremento en el namero de interacciones (puente de H) intra e interdominios,
fortaleciendo la estructura de ervatamaina C. Por otra parte se ha identificado
en el dominio R una tnica unién disulfuro, en contraposicion a las tres
conservadas en la familia de la papaina. Todos estos factores contribuyen a un
aumento en la estabilidad de ervatamaina C. En esta enzima, la naturaleza del
subsitio S2, que es el primer determinante de especificidad de estas proteasas,
es similar a papaina, pero en el subsitio S3 Ala reemplaza a un residuo
aromadtico y tiene el efecto de eliminar las interacciones hidrofébicas requeridas
para la estabilizacion de S3-P3. Esto explicarfa la menor actividad de
ervatamaina C para substratos o inhibidores pequenos. Esta sustitucion, sin
embargo, no afecta significativamente la union de sustratos proteicos naturales
desnaturalizados a la enzima, porque existen varias interacciones adicionales

enzima-sustrato fuera de la hendidura del sitio activo.
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A vpartir del latex de Ervatamia heyneana ha sido purificada una nueva
peptidasa cisteinica muy estable y con alto contenido de cisteinas (Patel &
Jagannadham, 2003); la enzima tiene una masa molecular de 23 kD, su pl es 10,8
y posee 11 residuos de cisteina.

Mas recientemente, en el latex de Vasconcellea spp. se detectd elevada
actividad proteolitica debida a la presencia de una alta concentraciéon de
proteasas cisteinicas que al ser secuenciadas a partir de sus cADN mostraron
elevada homologia con otras proteasas cisteinicas provenientes de diferentes

especies de Caricaceae (Kindt et al., 2007).

2. INTRODUCCION AL MUNDO DE LAS “OMICAS”

El avance de la genética molecular y celular y el poder de las tecnologias de
la informacién ha permitido que la genémica, junto con la bioinformatica, estén
generando catalogos completos de todos los genes, ademas de su localizacién y
funcién. Este avance de la ciencia ha sido exponencial en los altimos 30 afios.

Las aproximaciones tradicionales para aislar genes de plantas implicaban la
utilizacién de técnicas moleculares y genéticas, incluyendo la prospeccion de
genotecas, clonacién basada en la homologia y el mapeo, asi como la seleccion
de mutantes fisiolégicos y de desarrollo. La mayoria de estas estrategias
experimentales van encaminadas a la caracterizacion de un solo gen y su
aislamiento es un prerrequisito para llevar a cabo cualquier estudio posterior.
Sin embargo, actualmente es cada vez mas frecuente arrancar un proyecto de
investigacion con una secuencia de ADN encontrada en una base de datos y se
pueden identificar nuevos genes por busqueda directa en las bases de datos en
virtud de su similitud con genes conocidos, una aproximacién bioinformatica
analoga a la prospecciéon de una genoteca usando hibridaciéon con sondas de
acidos nucleicos. Las iniciativas gendmicas y los recursos de la internet que
contienen informacién de secuencias han cambiado en forma drastica la
biologia experimental en plantas, proporcionando a los investigadores nuevos

caminos para el descubrimiento de genes. El gran tamafio de muchos de los
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genomas de plantas hace que esta aproximacion se haya limitado, sin embargo,
a unas pocas especies.

Con el aumento de secuencias de genes en las bases de datos se ha
producido una explosiéon en la aplicacion de herramientas a gran escala para
analizar perfiles de expresion en los sistemas biologicos. La capacidad de
analizar  cualitativa y  cuantitativamente poblaciones de ARNm
(transcriptémica) y proteinas (protedmica) suscita la tentadora posibilidad de
descifrar las rutas reguladoras y funcionales que representan el puente entre el
genotipo y el fenotipo.

El término protedémica se esta convirtiendo en algo ambiguo que engloba
casi cualquier aspecto de la expresion de proteinas, el estudio de su estructura o
su funcién. Sin embargo, en términos generales, deberiamos definirlo como el
estudio del perfil del conjunto de proteinas complementarias del genoma que
seria analogo al perfil de transcritos en una situaciéon dada. A diferencia de los
estudios de transcriptomica en los que el ARN se extrae y manipula con
facilidad, los estudios con proteinas presentan maultiples desafios: su
heterogeneidad fisicoquimica y complejidad estructural, lo que complica su
extraccion, solubilizacién, manejo, separaciéon e identificacion. Ademads, no
existe ningtn tipo de tecnologia similar a la PCR que permita amplificar
aquellas proteinas que son poco abundantes. Algunos de estos problemas son
particularmente criticos cuando se trabaja con tejidos vegetales. Existen bases
de datos disponibles que contienen datos sobre perfiles de proteinas. La
segunda categoria en el andlisis de protedmica es la llamada proteémica
comparativa, donde el objetivo no es ya identificar todas las proteinas presentes
en una situacién concreta, sino caracterizar las diferencias entre distintas
poblaciones de proteinas en dos situaciones biol6gicas diferentes.

Aunque gran parte del esfuerzo en protedmica se ha realizado en la puesta a
punto de métodos de alta resolucion para separar e identificar proteinas, uno de
los pasos criticos es la extraccion y preparacion de muestras. Los tejidos
vegetales son usualmente més complicados a la hora de preparar extractos de

proteinas que otras fuentes biolégicas. Tienen menor contenido de proteinas,
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usualmente contienen més proteasas y otros compuestos que interfieren en la
estabilidad de las proteinas — polisacaridos, lipidos y compuestos fendlicos—,
ademas de toda una colecciéon de metabolitos secundarios que pueden interferir
no solo en el proceso de extracciéon, sino también en el fraccionamiento y
posterior anlisis.

Finalmente, la metabolémica aparece como una nueva herramienta
funcional de la genémica que contribuye a la comprensiéon de las complejas
interacciones moleculares en los sistemas vivos. Al ser una de las dltimas
Omicas aparecidas, presenta todavia muchos campos metodolégicos que se
pueden y se deben mejorar antes de que aparezcan bases de datos que nos
permitan integrar las concentraciones de metabolitos con el resto de recursos de
la genémica. El puente necesario que debe existir entre la metabolémica y las
otras aproximaciones de la genética funcional: transcriptémica y protedmica,
permitira el desarrollo de bases de datos que almacenen, integren, relacionen y
permitan establecer relaciones causales entre genes, transcritos, proteinas y
metabolitos.

Los metabolitos de las plantas estan implicados en muchas de las respuestas
de resistencia al ataque de patégenos, en condiciones de estrés y contribuyen al
color, sabor y olor de flores y frutos. El fenotipo bioquimico de una planta es el
resultado de la interaccién entre el genotipo y el entorno. Por tanto, se necesita
identificar y cuantificar los metabolitos para estudiar la dindmica del
metaboloma y analizar los flujos metabolicos. El reto de la metabolémica reside
en encontrar cambios en las cantidades de metabolitos que se puedan
correlacionar con el estado fisiolégico y de desarrollo de una célula, de un tejido
o de un organismo.

Para obtener un conocimiento global de coémo funciona un sistema biol6gico
es esencial saber como responde utilizando los tres niveles de expresion, lo que
permitirda deducir asociaciones relevantes entre macromoléculas, identificar
correlaciones funcionales con fenotipos y construir modelos que describan de
forma cuantitativa la dindmica de un sistema biol6gico. Estos analisis

fenotipicos a gran escala permitiran en un futuro predecir como serd el
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comportamiento de wuna planta dada en wun determinado contexto

medioambiental (http:/www.encuentros.uma.es/encuentros100/omicas.htm).

2.1. Biologia molecular

La biologia molecular es una disciplina de la bioquimica que estudia, entre
otras, las moléculas de acidos nucleicos, el dcido desoxirribonucleico (ADN) y el
acido ribonucleico (ARN). El origen de la biologia molecular se puede rastrear
hasta fines del siglo XIX; sin embargo, el descubrimiento de la estructura del
ADN se considera como el inicio de esta disciplina (Watson & Crick, 1953). Los
avances producidos por la biologia molecular en la década del “60 nos permiten
contar hoy con herramientas para el estudio de microorganismos a nivel
molecular. En particular, el aislamiento de la ADN polimerasa y las
propiedades de hibridaciéon del ADN son algunos de los conocimientos que son
aplicados hoy dia en la reacciéon en cadena de la polimerasa, asi como muchas
otras reacciones que se han transformado en herramientas ttiles para el estudio

de material biolégico a nivel molecular.

2.1.1. Hitos en el desarrollo de la biologia molecular

El aislamiento de la molécula de ADN se realiz6 por primera vez en 1869, a
partir de ndcleos aislados de linfocitos humanos y se denominé "nucleina”.
Posteriormente se demostr6 que la nucleina estaba compuesta por 4 bases
organicas, adenina, guanina, timina y citosina. El desarrollo de un marcador
quimico a principios del siglo XX demostré por microscopia 6ptica que el ADN
se encuentra en el ntcleo de todas las células de distintas especies. En 1944
Avery et al. demostraron que en el ADN estaba la informacién responsable de la
herencia. Sin embargo, este descubrimiento no tuvo mayor impacto en su época
ya que en ese momento se creia que el contenido de las cuatro bases era similar
en todas las moléculas de ADN y por lo tanto no explicaba la diversidad
genética (Freifelder, 1978). En 1950 Chargaff demostr6 que la composicion
quimica del ADN variaba enormemente entre un organismo y otro, y que a

pesar de ello, siempre existia una concentracion molar equivalente entre
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adenina-timina y citosina-guanina.

En 1953, basandose en este descubrimiento y utilizando datos de difracciéon
de rayos X, Watson y Crick propusieron el modelo de doble hebra para la
estructura del ADN (Watson & Crick, 1953; Fierro, 2001).

En este modelo las bases nitrogenadas de cada hebra forman una cadena
unida por grupos fosfatos externos e internamente las bases interacttian con las
respectivas bases complementarias (adenina-timina y citosina-guanina) de la
otra hebra a través de enlaces de hidrégeno. El descubrimiento de Watson y
Crick permiti6é conocer la estructura del ADN y comprender el mecanismo de la
herencia, en el que cada hebra sirve de molde para su propia replicacion
(replicacién semiconservativa) y es considerado como el inicio de la biologia
molecular (Fierro, 2001).

En 1960, Kronberg aisl6 y purificé la enzima responsable de la replicaciéon
del ADN, la ADN polimerasa (Alberts et al., 1994). El descubrimiento de esta
enzima permitié definir elementos criticos para la sintesis de la molécula de
ADN, en particular el sitio de inicio de la sintesis formado por ADN de doble
hebra. Este descubrimiento es la base para todos los métodos de sintesis de
ADN in vitro como la reacciéon en cadena de la polimerasa .

Ese mismo afio, Doty et al. descubrieron las propiedades de hibridacion del
ADN. Contrariamente a lo pensado en esa época, que la separacién por calor
del ADN doble hebra (denaturacién) era un fendémeno irreversible, estos
investigadores observaron que si el ADN desnaturalizado era llevado a 65 °C,
se volvia a formar ADN doble hebra. Estos autores denominaron a este
fenémeno “renaturacién” o “hibridacion” del ADN (Doty et al., 1960) e incluso
demostraron que podia ocurrir entre moléculas de ADN y ARN con una
sensibilidad de 1:100.000. El descubrimiento de Doty et al. sent6 las bases para
todos los métodos de hibridacién utilizados actualmente con la tinica diferencia
de que en los métodos actuales se introduce un fragmento de hebra simple,
denominado "sonda", el que al estar en una concentracién mayor al ADN doble
hebra y producirse la renaturalizacién, forma un hibrido "sonda: ADN" (Alberts

et al., 1994).
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En 1962, Arber aisl6 y purificé6 enzimas que cortaban el ADN en secuencias
especificas (Watson & Tooze, 1981). Estas enzimas tenian la particularidad de
reconocer secuencias palindrémicas en el genoma y cortar ambas hebras. La
funcién de estas enzimas es proteger a las bacterias de infecciones virales
degradando el ADN viral (Nathans & Smith, 1975).

La utilizacién de estas enzimas en el anélisis de ADN permitié cortar esta
gran molécula en fragmentos mds pequefios y especificos y asi estudiarla en
regiones discretas. Posteriormente, el descubrimiento de enzimas con capacidad
de unir fragmentos de ADN (ADN ligasa) dio origen a moléculas de ADN
recombinante. Al combinar el corte con enzimas de restricciéon en dos moléculas
diferentes y reunir los fragmentos generados utilizando la ADN ligasa, se
crearon las primeras moléculas de ADN recombinante, dando origen a la
ingenieria genética (Gilbert &Villa-Komaroff, 1980).

En 1975, Southern desarrolld6 un método para fijar ADN digerido por
enzimas de restriccién a un soporte sélido y realizar en él la hibridacién con
sondas especificas. Esta técnica se basa en la separacion del ADN por migracion
electroforética a través de un polimero, usualmente agarosa, y posteriormente
transferirlo y fijarlo a una membrana de nitrocelulosa. La técnica desarrollada
se llamo6 Southern-blot y la extension de esta metodologia a ARN se denominé
Northern-blot y a proteinas, Western-blot (Alberts et al., 1994).

Otras variaciones de este método, que no utilizan la separaciéon
electroforética, se denominan dot-blot o slot-blot (Alberts et al., 1994).

Entre 1975 y 1977 dos grupos, Sanger et al. y Maxam y Gilbert (Alberts et al.,
1994) desarrollaron métodos de secuenciacion del ADN. Ambos métodos
difieren en que uno permite leer el cédigo genético rompiendo la molécula de
ADN en nucleétidos especificos y el otro incorporando nucleétidos que
bloquean la extension de la sintesis de ADN. Este tultimo método es el mas
utilizado actualmente, en particular, en los métodos de secuenciacion
automatica.

En 1985, Mullis reuni6 algunas de las metodologias mencionadas para

realizar sintesis de ADN in vitro en forma exponencial, denominando este


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0716-10182002000100003&script=sci_arttext#9
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0716-10182002000100003&script=sci_arttext#7
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0716-10182002000100003&script=sci_arttext#7

Introduccion 33

método reaccion en cadena de la polimerasa, mas comtnmente conocida por
sus siglas en inglés: “PCR, Polymerase Chain Reaction” (Mullis, 1990). Esta
metodologia es considerada como una revoluciéon dentro la biologia molecular,
ya que con la amplificacion exponencial es posible el analisis de moléculas de
ADN o ARN partiendo de minimas cantidades de muestras.

A partir de esta metodologia, se han desarrollado las técnicas mas modernas

utilizadas hoy en dia en el campo de la genémica y genémica funcional.

2.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

El método de PCR se basa en ciclos de amplificaciéon exponencial de un
fragmento especifico de ADN. Este fragmento estd determinado por secuencias
introducidas en la reaccién, denominadas cebadores ("primers”), a partir de los
cuales la enzima ADN polimerasa realiza la sintesis exponencial.

Cada ciclo de amplificacion consta de tres etapas: desnaturalizacion,
alineamiento y extensién. La desnaturalizacion se realiza a 95 °C y la separacion
conseguida permite que cada hebra sirva como molde o templado para la
sintesis de una nueva molécula de ADN. El tiempo de desnaturalizacion
depende del largo del templado, y generalmente dura entre 30 segundos y 1
minuto. Debido a que al comienzo de la amplificacién es necesario separar todo
el ADN de la muestra analizada, inicialmente se realiza una incubacién de 5
minutos a 95 °C por tnica vez.

Después de la desnaturalizaciéon sigue la etapa de alineamiento entre el
ADN templado y los cebadores; esta etapa se basa en el principio de la
renaturalizaciéon de Doty et al. y ocurre al llevar la reaccion a 45 °C - 60 °C.

Sin embargo, dado que los cebadores estdn en mayor concentraciéon que el
templado, se favorecera el alineamiento entre templado-cebador por sobre
templado-templado. EI ADN doble hebra formado (templado-cebador)
definira el sitio de acciéon de la ADN polimerasa o extension, etapa en la cual
esta enzima unird nucleétidos libres en forma complementaria a la secuencia
del templado. La extension ocurre a 72 °C, que es la temperatura de méxima

eficiencia de la enzima y el tiempo de la extensiéon dependera de la distancia de
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los cebadores entre si.

En general se ha calculado que la ADN polimerasa es capaz de incorporar 60
nucledtidos por segundo a 70 °C (Innis et al., 1988), por lo que un minuto es
tiempo suficiente para incorporar alrededor de 1.000 pares de bases. Dado que
se utilizan dos cebadores en la reaccién, uno para cada hebra, y que éstos
quedan a una distancia de entrecruzamiento durante la sintesis de ADN, el
segmento definido sera amplificado en forma exponencial. Asi por ejemplo, si
al momento de iniciarse la amplificacién s6lo hay una molécula de ADN doble
hebra (2 templados), después de 30 ciclos de amplificacién se habran generado
1.097.736.000 copias del segmento flanqueado por los cebadores.

El elemento mas critico de la amplificacién por PCR es el alineamiento.
Dado que este fendmeno se basa en la complementariedad entre las bases
nitrogenadas del templado y del cebador, ésta es una unién alterada por varios
factores, entre otros la temperatura.

La importancia de la amplificacion por PCR se basa en que con esta
magnitud de amplificacién es posible el analisis de moléculas de ADN o ARN a
partir de minimas cantidades de muestra. Asi por ejemplo, si consideramos
1 fg (10 g) de ADN, la amplificacién por PCR permitira generar alrededor de
0,1 pg (10 g) de una region especifica de ADN. En la practica, este método
permite identificar secuencias presentes entre 10 y 50 copias en una muestra.

La visualizacién del producto amplificado requiere de otras metodologias
posteriores a la amplificacion. El método mas utilizado es la electroforesis de
agarosa; sin embargo, este es un método indirecto, porque sélo indica el tamafo
del amplificado. La visualizacion directa requiere de métodos que '"lean" la
secuencia del amplificado. Entre estos métodos figuran cortes con enzimas de
restriccion, hibridacién con sondas especificas (Southern-blot) o secuenciaciéon

del producto de PCR.

2.1.3. Clonacién de proteasas cisteinicas vegetales
A la fecha son varias las proteasas cisteinicas de origen vegetal que han sido

clonadas. Los tltimos trabajos reportados dan cuenta de: una proteasa clonada
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y expresada de Oriza sativa en E. coli (Su et al., 2006), de la clonacién del cDNA
de una proteasa cisteinica .termoestable de Ervatamia (Ghosh et al., 2007), de una
proteasa presente en hojas senescentes de Ipomoea batatas (Chen et al 2002, 2006),
de proteasas de Trifolium repens (Asp et al. 2004) y de Zea mays L. (Pechan et al
2004). También se clonaron 2 proteasas de porotos de soja (Ling 2003) y otra de
Hordeum vulgare, tipo catepsina B, (Martinez et al. 2003). A partir de frutos de
Bromelia fastuosa se logré clonar fastuosaina (Cabral et al., 2006) y en alfalfa se
aisl6 y caracterizé el cDNA que codifica una proteasa cisteinica del tipo de la
papaina (Yan et al.,, 2007). En tanto que la tnica proteasa cisteinica de latex
clonada, expresada y caracterizada es Asclepaina f, aislada en nuestro

laboratorio a partir de Asclepias fruticosa (Trejo 2005).

2.2. Proteomica

El anuncio de la finalizaciéon de la secuenciaciéon del genoma humano ha
sido un hecho histérico que ha trascendido las fronteras del entorno cientifico.
Se ha abierto una etapa que, aunque bautizada como “era postgenémica”, debe
considerarse mas como una continuacién que como el final de la revoluciéon
genomica.

Gracias a la informacion aportada por los proyectos de secuenciacion es hoy
posible abordar de forma efectiva el estudio de la funcionalidad del genoma, y
en especial el andlisis de los productos codificados por los genes: las proteinas.
La proteémica, ciencia que estudia las proteinas y sus interacciones en los
distintos modelos vivos, es un &drea de investigacion y desarrollo que ha
evolucionado vertiginosamente en los ultimos afios. El interés suscitado por
estos nuevos conocimientos reside en el potencial de la proteémica como
generadora de una nueva revolucién biotecnolégica en sectores como el
desarrollo de farmacos, o en la caracterizacion de marcadores de enfermedades,
de uso en el diagnéstico médico. Ademas de estas importantes aplicaciones
existen otras que quizds son menos conocidas, pero que tiene mas impacto

directo en nuestra vida cotidiana: en agricultura y control de alimentos, en
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clasificacion de pescados para el consumo o en el diagnéstico de las

enfermedades reumaticas (www.proteored.org).

El término “proteoma” fue usado por vez primera en 1995 para describir el
conjunto de PROTEinas de un genOMA, una célula o un tejido. De forma
imperceptible, la palabra proteoma dio lugar a una nueva disciplina, la
“protedmica”.

Esencialmente la proteémica es el estudio a gran escala de las productos
génicos de un genoma mediante métodos bioquimicos, con el fin de obtener
una vision global e integrada de los procesos celulares. El término proteémica
se ha asociado tradicionalmente con la separaciéon de un gran ntmero de
proteinas de una célula u organismo mediante 2D-PAGE. Segin esto, la
protedmica comenz6 en los afnos setenta cuando se empezaron a construir bases
de datos de proteinas utilizando la electroforesis bidimensional. Sin embargo, la
identificacion de las proteinas era dificil debido a la falta de métodos analiticos
rapidos y sensibles para la caracterizacion de las mismas. En los afios noventa,
la espectrometria de masas surge como un método analitico muy poderoso, ya
que elimina la mayoria de las limitaciones del andlisis de proteinas. Este
desarrollo, junto con la disponibilidad de los genomas secuenciados marca el
comienzo de una nueva era. Actualmente muchas areas de estudio han sido
agrupadas dentro de la proteémica. Se pueden incluir, entre otros, los estudios
de interacciones de proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, el anélisis
funcional de proteinas y estudios de localizacién. Se puede hablar de dos tipos

de proteémica: protedmica de expresion y proteémica del mapa celular.

2.2.1. Metodologia protedmica

La proteémica es, junto a la genémica, una de las nuevas tecnologias que
mas interés estdn despertando dltimamente. Basicamente la protedmica utiliza
estrategias para identificar proteinas basadas en la digestion enzimatica o
quimica de las proteinas y en el analisis de los péptidos mediante
espectrometria de masas.

El auge actual de la proteémica se debe a dos razones fundamentales: por
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un lado, a los grandes proyectos de secuenciaciéon de genomas que han
generado una enorme cantidad de informacién y por otra parte, el avance en las
técnicas de andlisis quimico de proteinas ocurridas en los taltimos afios.

El reciente desarrollo de las denominadas técnicas de “ionizaciéon suave”
(MALDI vy electrospray) abri6 el camino al estudio de macromoléculas
mediante espectrometria de masas. Estos métodos de ionizacién, en
combinacién con diversas técnicas de andlisis, permiten hoy en dia la
identificacion y secuenciaciéon de proteinas con unos niveles de rapidez,
sensibilidad y versatilidad sin precedentes. La aparicién de herramientas que
por primera vez en la historia de las biociencias permiten el andlisis sistematico
de los agentes fundamentales de la vida, las proteinas, hecho que ha dado lugar
al desarrollo de la moderna proteémica.

La espectrometria de masas esencialmente es una alternativa muy
importante de la técnica clasica de secuenciacion de la porciéon N-terminal de la
proteina, por medio del método de la degradacién de Edman, sustituyéndola
incluso en la quimica tradicional de proteinas, ya que es mucho mas sensible,
puede ocuparse de mezclas de proteinas y tiene un rendimiento de
procesamiento muy alto.

El método de andlisis de péptidos conocido como “mapeo de la masa del
péptido" (“huella peptidica”) fue desarrollado inicialmente por Henzel y sus
colaboradores en 1993 (Perkins et al., 1999). Dicho método permite obtener el
espectro total de la mezcla de péptidos provenientes de la digestion especifica
de la secuencia de la proteina; lo que da lugar a una huella digital de las masas
de los péptidos de la proteina que esta siendo estudiada. Este espectro total es
obtenido por un método de espectrometria de masas relativamente simple,
utilizando una fuente de ionizacién y la desorcién de muestras asistida por un
laser (MALDI-TOF), lo que resulta en una mediciéon del "tiempo de vuelo" de
los péptidos que constituyen la mezcla.

Recientes avances en la automatizacion del procedimiento de identificacion
de proteinas mediante MALDI han permitido que cientos de proteinas puedan

ser obtenidas desde los geles de electroforesis, digeridas enzimaticamente y su
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espectro de masas analizado automaéaticamente e identificado en las bases de
datos de proteinas (Jensen et al., 1997; Berndt et al.1999). En un procedimiento de
dos etapas para la identificacion rapida e inequivoca de una proteina, la huella
digital de la proteina obtenida mediante MALDI seria un primer paso
(Shevchenko et al., 1996; Shevchenko et al., 2000). El segundo paso serd la
secuencia de péptidos individuales. En este método, los péptidos son ionizados
directamente por ionizacién en electroaspersion a partir de la fase liquida. Los
iones de los péptidos ingresan con un rocio en un espectrémetro de masas en
serie que tenga la capacidad de separar los péptidos de una mezcla, ademas de
aislar una especie al mismo tiempo y de disociarla en los fragmentos amino o
carboxilo-terminal. Los datos de la secuencia no sélo se pueden utilizar para
identificar proteinas en bases de datos de secuencias de aminoacidos sino
también en bases de datos de secuencias de nucleétidos y bases de datos de
genomas.

En definitiva, la proteémica proporciona un conjunto de herramientas muy
poderosas para el estudio a gran escala de la funcién de los genes a nivel de
proteina. Los estudios mediante espectrometria de masas de las proteinas
separadas en geles estd conduciendo al renacimiento de las aproximaciones
bioquimicas para el estudio de la funcién de las proteinas. Actualmente existen
dos estrategias bien definidas para el estudio del proteoma: una de ellas se basa
en la utilizacién de la electroforesis bidimensional y la otra utiliza otros
métodos de separacion de proteinas, principalmente métodos cromatograficos.
En ambos casos la identificacién y caracterizacion de proteinas se realiza

mediante espectrometria de masas.

3. INTRODUCCION A LA BIOCATALISIS EN MEDIOS NO
CONVENCIONALES

En los ultimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes avances,
que fueron rapidamente transmitidos a aplicaciones industriales en la obtencién

de productos quimicos, esencialmente en las industrias alimentaria y
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farmacéutica.

Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia maés
numerosos, ya que presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores
convencionales no biolégicos:

a) poseen una gran actividad catalitica

b) muestran una gran especificidad de sustrato (incluso estereoselectividad

y regioespecificidad)

c) son muy activos a temperatura ambiente y presion atmosférica.

A pesar de estas claras ventajas, el empleo de enzimas no se ha generalizado
en los procesos quimicos industriales debido a que la mayoria de las enzimas
no son estables en las condiciones de trabajo. Por otra parte al ser solubles en
agua, su separacion de los sustratos y productos es dificil, y por tanto, no se
pueden reutilizar. Con la inmovilizaciéon de las enzimas se han podido superar
estos ultimos inconvenientes, permitiendo que el proceso biotecnolégico sea
econdmicamente rentable.

En general, la mayoria de los procesos de catalisis enzimatica son llevados a
cabo en soluciones acuosas. No obstante, muchos de los productos de reacciéon
no pueden obtenerse en medio acuoso por razones tales como:

a) insolubilidad de sustratos

b) equilibrio termodindmico desfavorable

c) inhibicién de la actividad enzimatica debida a reactivos y/o productos

d) dificultad para obtener los productos.

La biocatalisis en fase organica no s6lo permite la expresion de la
funcionalidad de las enzimas, sino que exhibe ventajas relevantes respecto de la
biocatélisis en fase acuosa (Cesti, et al., 1986), tales como:

a) cambios en el equilibrio de la reaccién, como consecuencia de la alteraciéon
del coeficiente de particion de sustratos y productos entre las fases de
interés, pudiendo favorecer la reaccién de sintesis y evitar la hidrélisis de
péptidos, ésteres, amidas, etc.

b) facilidad de recuperacién de los productos y del biocatalizador
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c) aumento de la termoestabilidad del biocatalizador

d) aumento de la estereoespecificidad en la resolucién de mezclas racémicas

El interés por desarrollar procesos enzimaticos en fase organica ha crecido
notablemente en las dltimas décadas por cuanto representan una interesante
alternativa a procesos de sintesis quimica convencionales (Klibanov, 1986).
Ademas existe la posibilidad de influenciar las propiedades enzimaticas por
medio de la naturaleza del solvente usado en la mezcla de reaccién (Wescott &
Klibanov 1994).

Béasicamente existen dos tipos de sistemas de biocatdlisis en solventes
organicos: homogéneos y heterogéneos. Los sistemas homogéneos son mezclas
de agua con solventes organicos miscibles. Los sistemas heterogéneos pueden
dividirse en sistemas macroheterogéneos, entre los que se pueden distinguir
sistemas de dos liquidos inmiscibles, y sistemas solido-liquido, en donde la
enzima estd inmovilizada en una matriz sélida o bien en forma de proteina
insoluble suspendida en el solvente organico, y sistemas microheterogéneos
representados por micelas reversas. Estos sistemas difieren drasticamente de
aquellos que han sido usados tradicionalmente, y también son diferentes entre
si (Illanes & Barberis, 1994).

Una de las estrategias para evaluar y seleccionar el sistema de reaccion
contempla la posibilidad de utilizar al catalizador en fase sélida, lo que
permitiria mayor estabilidad del mismo en los distintos medios a ensayar
(acuosos y no acuosos) y su posible reutilizacion, siendo esta dltima una de las

aplicaciones més interesantes y prometedoras.

3.1. Inmovilizacién enzimatica en distintos soportes.

La catalisis enzimética en fase heterogénea (enzimas inmovilizadas) permite
un uso mas eficaz del catalizador al estabilizar la estructura proteica de la
enzima y asimismo permite el desarrollo de procesos continuos con todas las
ventajas operacionales asociadas (Travascio et al., 2002).

La inmovilizacion es el proceso de capturar la enzima en un espacio

determinado en contacto con la solucién que contiene sustratos y productos. La
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inmovilizaciéon de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la
enzima en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles
que retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas
repetidamente. Posteriormente esta definicion se ha ampliado a aquel proceso
por el cual se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de
movimiento de enzimas, organulos, células, etc. por su unién a un soporte
(Gerhartz 1990).

La inmovilizacion de la enzima permite utilizarla en reiteradas ocasiones,
disminuyendo asi el costo de operacién y evitando una etapa de separacion del
producto de la enzima, lo que encarece el proceso. En la Tabla 2 se presentan las
principales ventajas y desventajas del empleo de enzimas inmovilizadas y

ademas se compara con las ventajas y desventajas del uso de enzimas libres.

(Giorno & Drioli, 2000; Ferreira et al., 2002)

Tabla 2.- Ventajas y desventajas de la Inmovilizacién.

Enzima Soluble

Enzima Inmovilizada

Ventajas

Desventajas

Ventajas

Desventajas

¢ Menor costo

¢ Utilizable en caso
de sustrato con alto
peso molecular

* No existen
perdidas de
actividad (mayor
actividad
especifica)

» Gran cantidad de
enzima remanente
en producto luego
de participar en la
reaccion

* No es posible el
rehuso de la
enzima

* La reaccién esta
limitada por
Inhibicién por
producto

e Dificultad de un
preciso control

* Sj es necesario,
detener la reaccion
con calor, lo que
puede afectar el
alimento

* La enzima es
reutilizable

* La reaccion
puede terminarse
por la separaciéon
del sustrato de la
enzima

* El control es m{as
preciso

* Hay una menor
inhibicién por
producto

* Mayor
estabilidad a
condiciones de T° y
pH

* Puede usarse en
forma batch o
continua

* Existe una gran
flexibilidad en el
disefio de reactores

* Baja actividad
especifica (Pérdida
de actividad en
inmovilizacién)

* Restricciones
difusionales o
estéricas

¢ Inactivacién con
una operacion
continua

* Mayor costo,
debido al soporte y
el proceso de
inmovilizacién

* Necesita
sanitizacién o
regeneracion del
reactor.
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Los ensayos de biocatdlisis en medio organico requieren de enzimas que
deben encontrarse ya sea en estado sélido (liofilizadas o bien como polvos o
precipitados aceténicos) o en forma inmovilizada. Los métodos que pueden ser
empleados son el entrampamiento en geles de poliacrilamida, la inmovilizacién
por adsorcién de proteasas sobre soportes sdlidos (poliamida, celite) y la
inmovilizacion por unién covalente sobre agarosa activada, entre otros.

La inmovilizaciéon por adsorcién de proteasas sobre soportes sélidos
(poliamida, celite) es un método sencillo y econémico y se ha aplicado para la
sintesis enzimatica de péptidos saborizantes (Morcelle et al., 2006) y
tensioactivos con propiedades antimicrobianas (Clapés & Infante, 2002).

La inmovilizacién de enzimas a soportes que contienen grupos aldehidos
alifaticos, como por ejemplo glioxil-agarosa, presenta una serie de interesantes
caracteristicas desde el punto de vista practico. Se puede aumentar la rigidez de
la molécula enzimética y por lo tanto hacerlas madas resistentes a cambios
conformacionales inducidos por calor, solventes organicos y otros, comparada a
las moléculas solubles. Ademas, el grueso de la estructura proteica no se vera
afectada atin cuando se hayan establecido un gran namero de enlaces (Guisan,
2006). La agarosa corresponde a un tipo de soporte utilizado para inmovilizar
enzimas debido a sus buenas propiedades fisico-quimicas: a mayor grado de
entrecruzamiento, se tiene mayor superficie, dado que las fibras que componen
la agarosa son mas gruesas y el tamafio del poro se hace mas pequefio, por lo
tanto se puede cargar este soporte con mas grupos reactivos. Este tipo de
soporte, debido a sus caracteristicas fisico-quimicas, ha sido utilizado para
inmovilizar mediante la técnica de unién multipuntual covalente algunas
enzimas como penicilina G acilasa de Escherichia coli (Guisan et al. 1990), tripsina
(Guisan et al. 1997) y a-quimotripsina de péancreas de bovino (Guisan et al.
1991). El método de inmovilizacién multipuntual covalente, es aquel en el que
los residuos aminoacidicos de la molécula enzimatica reaccionan con los
residuos de un soporte activado, quedando ubicada la enzima en su superficie

mediante el establecimiento de varios puntos de unién.
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El entrampamiento consiste en la retencion fisica de la enzima en las
cavidades interiores de una matriz sélida porosa constituida generalmente por
prepolimeros fotoentrucruzables o polimeros del tipo poliacrilamida, colageno,
alginato, carraginato o resinas de poliuretano. El proceso de inmovilizacién se
lleva a cabo mediante la suspension de la enzima en una solucién del
mondémero. Seguidamente se inicia la polimerizacién por un cambio de
temperatura o mediante la adicién de un reactivo quimico. El entrampamiento
puede ser en geles o en fibras, que suelen ser mas resistentes que los geles. En el
primer caso, la enzima queda atrapada en el interior de un gel, mientras que en
el segundo caso la enzima se encuentra ocluida dentro de las microcavidades de
una fibra sintética. El entrampamiento, de gran sencillez desde el punto de vista
experimental, requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos.
Como ventaja adicional, la enzima no sufre ninguna alteracién en su estructura.
De todas formas, el entrampamiento requiere un control riguroso de las
condiciones de polimerizacién, asi como la comprobacién de que la naturaleza
quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la proteina (Arroyo, 1998;

Guisan, 2006).

3.2. Aplicacién de proteasas a la biosintesis en medios no convencionales.

La catalisis enzimatica en fase organica es una alternativa interesante para
llevar a cabo procesos biocataliticos que no puedan realizarse o lo hagan con
dificultad en agua (Morcelle et al., 2006; Quiroga et al., 2006, Quiroga et al. 2007,
Guzman et al., 2007). Dichos métodos enzimaticos presentan ventajas tales como
condiciones suaves de reaccién, proceder sin racemizacién y con elevada
estereoespecificidad (Bjorup et al. 1998), lo cual hace que dichos
biocatalizadores sean especialmente atractivos para el area farmacéutica y de la
agroquimica. Ademds, se ha demostrado que las enzimas pueden ser mas
estables, aunque menos activas, en solventes organicos, en donde es mas
favorable la formacién de los enlaces peptidicos que la hidrélisis de péptidos

(Liu et al. 2002).
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Desde un punto de vista industrial las proteasas son enzimas con
caracteristicas muy importantes utilizadas en la industria del cuero, de los
detergentes, en la produccion de hidrolizados proteicos y en la industria de los
alimentos (Ghorbel et al. 2003). Actualmente, la aplicaciéon de proteasas en la
produccién de pequefios oligopéptidos ha recibido mucha atencién ya que
constituye una alternativa viable a la sintesis quimica (Fan et al. 2001). La
sintesis de dipéptidos y tripéptidos es importante para la industria farmacéutica
y de los alimentos (Clapés et al. 1995; Calvet et al. 1996; Bjorup et al. 1999;
Trusek-Holownia 2003).

En la bibliografia se ha informado el uso de fitoproteasas cisteinicas tales
como papaina (Mitin et al. 1984), ficina (Monter et al. 1991) y, mas
recientemente, Morrenia brachystephana (Barberis et al. 2002), Funastrum clausum
(Morcelle et al., 2006) y Araujia hortorum (Quiroga et al 2007) para la sintesis de
péptidos en medios no convencionales.

La sintesis de péptidos mediante endopeptidasas es una de las aplicaciones
de mayor potencial de la catdlisis enzimatica en fase orgénica, lograndose
desplazar el equilibrio de la reaccion desde la hidrolisis hacia la sintesis.

Uno de los ejemplos mas conocidos de la sintesis enzimatica de péptidos es
la sintesis del dipéptido aspartamo catalizada por termolisina inmovilizada,
que en la actualidad se transformo en el lider de los edulcorantes no caldricos a
nivel mundial (Oyama, 1987)

La formacién de uniones peptidicas obedece a la siguiente reaccion:

R-A-OR" + H-A’-OR” — R-A-A’-OR” + R'OH
donde R, R’y R” son los grupos protectores N-terminal y C-terminal de los
sustratos, en tanto que A y A’ son residuos de aminoéacidos.

Los métodos de formaciéon de uniones peptidicas catalizadas por proteasas
pueden ser clasificados dentro de dos estrategias basicas, en funcion del tipo de
componente carboxilico (donante de acilo) utilizado. Una es la inversa de la
hidrélisis de péptidos (aproximacién termodinamica o sintesis controlada en el
equilibrio) en donde el grupo R” es un H, es decir, el componente carboxilico es

un grupo carboxilo terminal libre. La otra, corresponde a la amindlisis de
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aminodcidos N-protegidos o derivados peptidicos (aproximacion cinética o
sintesis bajo control cinético) en donde el grupo R es un éster o una amida, es
decir un donante de acilo activado (Jakubke et al. 1985; Murakami et al. 2000).
En la sintesis bajo control cinético, el intermediario acil-enzima se forma
rapidamente y particiona competitivamente al reaccionar con el componente
nucleofilico (aminélisis) por un lado, y el agua (hidrélisis) por otro. Sélo la
amindlisis rinde el péptido deseado, mientras que la hidrdlisis da origen al
donante de acilo con el grupo carboxilo libre. Debido a que las proteasas no son
aciltransferasas perfectas, pueden ocurrir reacciones laterales no deseadas tales
como la hidrdlisis del intermediario acil-enzima o la hidrélisis secundaria del
dipéptido formado. Estos inconvenientes pueden ser superados por medio de

ingenieria de medios (medios organicos) o de enzimas (Jakubke, 1987).

Control Cinético

E
R-COOAc + R’-NH, =)y R-CONH-R’ + AcOH
HZO\ E Hzo\ E
R-COOH + AcOH R-COOH +R’-NH,

Por su parte, en una reacciéon de sintesis bajo control termodindmico el
equilibrio quimico puede ser desplazado hacia la formaciéon de uniones
peptidicas por la adicién de un medio organico, por extracciéon continua del
producto de sintesis o por la formacién de productos insolubles (Murakami et

al. 2000, Bordusa, 2002).
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Control Termodinamico

E
R-COOH + R’-NH, <y R-CO NH-R’ + H,O

R-COO +H" R’-NH;"
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