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I.1. Las proteasas y su clasificacion

Las enzimas proteoliticas o proteasas catalizan la hidrolisis de los enlaces
peptidicos de las proteinas. Una de las caracteristicas mds importantes de las proteasas
es su alta especificidad. El hecho de que un enlace peptidico sea hidrolizado o no por
una proteasa depende de varios factores, entre ellos, la secuencia de aminoacidos
alrededor del enlace, ya que la mayoria reconocen aminodcidos o secuencias
especificas. Otro requisito para tenga lugar la hidrélisis es la accesibilidad estérica del
enlace, de manera que si éste se encuentra en el interior hidrofobico de las proteinas
globulares o en zonas hidrofobicas poco accesibles, no podra ser atacado por la proteasa
a menos que se produzca una desestructuracion de la proteina que aumente la
accesibilidad. Por ultimo, se han de considerar las condiciones fisico-quimicas del
medio, dado que las proteasas presentan un rendimiento Optimo a unas determinadas
condiciones de pH, fuerza id6nica, temperatura y presencia de factores organicos y/o
metalicos.

De forma genérica, el mecanismo catalitico de una proteasa suele consistir en la
polarizacion del enlace peptidico por el ataque nucleofilico sobre el enlace carbono-
oxigeno y la donacion paralela de un proton al atomo de nitrogeno (figura I.1). Cada
tipo de proteasa cuenta con residuos especificos que cumplen las funciones de
nucledfilos y de donadores de protones.

Las proteasas pueden clasificarse en base a diferentes criterios: especificidad de
sustrato, mecanismo catalitico, localizacion intracelular, funciéon en el organismo, etc.
Una de las clasificaciones de las proteasas es la descrita por Barret y Rawlings (1993) y
se basa en el mecanismo catalitico de las proteasas. De este modo, podemos encontrar
serina proteasas, cisteina proteasas, aspartico proteasas, metaloproteasas y proteasas de

mecanismo catalitico desconocido.
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Figura I.1. Mecanismo general de hidroélisis enzimatica del enlace peptidico. El ataque sobre el
carbono del grupo carbonilo se produce directamente por un grupo nucleoéfilo (N) o bien por accién
de una base (B) a través de una molécula de agua, y se combina con la donaciéon de un proton, por

parte de AH sobre el atomo de nitréogeno. Modificado de Vendrell, (1987).

En la familia de las serina proteasas, el proton que ha de ser donado es captado
secuencialmente por residuos del centro activo: His 57, Asp 102 y Ser 195 (segin
numeracion de la quimotripsina) (Stroud et al., 1975). El diisopropilfluorofosfato (DFP)
es un potente inhibidor de estas proteasas y reacciona irreversiblemente con la Ser del
centro activo. Este mecanismo catalitico, al igual que la estructura tridimensional del
centro activo, muestra gran similitud en todas las serina proteasas estudiadas. Las
diferencias de funcion entre ellas suelen ser atribuidas a cambios de especificidad de
sustrato. Asi, por ejemplo, la tripsina, la quimotripsina y la elastasa son endoproteasas
con estructuras muy parecidas que practicamente s6lo presentan diferencias en el centro
de fijacion de sustratos. El grupo de las serina proteasas es muy amplio y puede ser
dividido en otras subfamilias, de cada una de las cuales se puede tomar un miembro
representativo. El grupo de la quimotripsina contiene endoproteasas como tripsina,
elastasa, acrosina, calicreina, renina, catepsinas (A,G y R), factores de coagulacion (VII,

IX, X XI), activador del plasminogeno, trombina, proteina C y factores del sistema del
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complemento. Otra subfamilia es la representada por la subtilisina, donde se encuentran
ademas varias endopeptidasas (B, K, R, T), la elastasa alcalina, convertasas (1 y 2), etc.
Otros grupos interesantes son las prolil oligopeptidasas y las serina carboxipeptidasas.

Las cisteina proteasas, también llamadas sulfidril o tiol proteasas, son sensibles
a la inhibicion por reactivos bloqueadores de tiol como el yodoacetato. El mecanismo
catalitico de este grupo ha sido bien caracterizado en la familia de la papaina, e
involucra un residuo Cys y uno His. Otras enzimas pertenecientes a esta subfamilia son
la calpaina, la dipeptidil peptidasa, las catepsinas L, S, H, B, etc.

Las aspartico proteasas, también denominadas proteasas acidas o carboxil
proteasas, se caracterizan por la presencia de un residuo Asp en el centro activo, por ser
endopeptidasas y por su dependencia de un medio de reaccion fuertemente acido.
Dentro de este grupo se encuentran las enzimas pepsina, renina, retropepsina
(endopeptidasa del virus del SIDA), etc.

Las metaloproteasas presentan una gran variedad de estructuras y familias, pero
la gran mayoria de ellas depende del zinc para su actividad. En las estructuras conocidas
de enzimas de este grupo se ha observado que el atomo metélico presenta tres ligandos
con la cadena polipeptidica y el cuarto ligando es una molécula de agua que se activa
cuando se inicia el ataque nucleofilico sobre el enlace a hidrolizar. Se conocen hasta 25
familias de metaloproteasas que incluyen subfamilias de endopeptidasas como la de la
termolisina, la colagenasa y la astacina, y de exopeptidasas como las carboxipeptidasas
y las aminopeptidasas.

Existe un quinto grupo de proteasas en el que se engloban todas aquellas cuyo
mecanismo catalitico es desconocido o no se encuadra dentro de las anteriormente
descritas. Entre ellas, se encuentra el proteosoma, un complejo macromolecular en
forma de barril responsable de la mayor parte de la degradacion no lisosomal de
proteinas (Coux, 1996; Stuart y Jones, 1997). Se ha encontrado tanto en procariotas
como en eucariotas. El proteosoma eucariota, también llamado proteosoma 26 S, esta
formado por un complejo de 100 kDa y es activo independientemente de ATP. El
proteosoma procariota o proteosoma 20 S se asocia en sus extremos con dos estructuras
de 19 S llamadas caps para dar lugar a un complejo de 2 MDa que hidroliza ATP al
proteolizar sus sustratos. El proteosoma se clasifica dentro de una familia de enzimas
descubiertos recientemente llamadas hidrolasas con el nucle6filo N-terminal (Lupas et

al., 1997). El mecanismo catalitico de estas proteasas es diferente del de la mayoria de
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proteasas conocidas. Este mecanismo se expresa en funcion del entorno proteico en
cinco actividades proteésicas diferentes, las mas importantes de las cuales son: de tipo
triptico (corte en el extremo carboxiterminal de residuos bésicos), de tipo quimotriptico
(corte en el extremo carboxiterminal de residuos hidrofobicos) y una actividad
hidrolitica de péptidos peptidilglutamil (PGPH, corte en el extremo carboxiterminal de
residuos acidicos). De esta forma, el proteosoma puede hidrolizar practicamente
cualquier enlace peptidico de las proteinas sustrato. La disposicion de los diferentes

centros activos le permiten cortar las proteinas cada 6 a 9 residuos.

I.2. Las metalocarboxipeptidasas

Las metalocarboxipeptidasas son carboxipeptidasas que cuentan con un atomo
de Zn** directamente involucrado en la catalisis. Segun la clasificacion de las
metaloproteasas de Rawlings y Barrett (1995), éstas constituyen la familia M14, con la
carboxipeptidasa Al como enzima representativo. Las proteinas de esta familia se
pueden clasificar seglin su especificidad para el sustrato. Asi, encontramos el grupo de
enzimas "carboxipeptidasa A-like", que tienen preferencia por residuos C-terminales
hidrofobicos y el grupo de enzimas "carboxipeptidasa B-like", que escinden sélo los
residuos basicos Lys o Arg. Las formas A se pueden dividir en las isoformas Al y A2,
mostrando las segundas preferencia por residuos aromaticos C-terminales (Gardell et
al., 1988; Pascual et al., 1989).

Basandonos en la estructura y en la homologia de secuencia, la familia M14
también se puede subdividir en dos subfamilias: el grupo de la carboxipeptidasa A y el
de la carboxipeptidasa E. El grado de identidad aminoacidica es mayor del 40% dentro
de cada subfamilia y entre el 15 y el 20% entre subfamilias. El dominio enziméatico de
los miembros del grupo de la carboxipeptidasa A es de 310 residuos, mientras que el de
la carboxipeptidasa E excede en tamafio en mas de 100 residuos. Sélo el grupo de la
carboxipeptidasa E tiene miembros con varios dominios estructurales, los cuales suelen

sufrir glicosilacion.
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Figura L.2. Conservacion de secuencia alrededor de los ligandos de zinc y los residuos cataliticos de
la familia de la carboxipeptidasa A (M14). Los residuos estin numerados de acuerdo con la
carboxipeptidasa A bovina. Los asteriscos indican los ligandos de zinc, y el simbolo + indica el
residuo catalitico Glu. Los residuos idénticos a la secuencia de carboxipeptidasa A se muestran en
blanco sobre negro. Los niimeros corresponden a las siguientes secuencias: 1, carboxipeptidasa A
bovina; 2, carboxipeptidasa A1 humana; 3, carboxipeptidasa A2 de rata; 4, carboxipeptidasa A
humanay; 5, carboxipeptidasa B de rata; 6, carboxipeptidasa de pez astaco; 7, carboxipeptidasa B de
plasma; 8, carboxipeptidasa de Simulium vittatum; 9, carboxipeptidasa de Streptomyces capreolus;
10, carboxipeptidasa de Thermoactinomyces vulgaris; 11, carboxipeptidasa E humana; 12,
carboxipeptidasa de pez pulmonado; 13, lisina carboxipeptidasa humana; 14, carboxipeptidasa M
humana; 15, carboxipeptidasa de Drosophila melanogaster. (Rawlings y Barrett, 1995) Nota: en la

tabla se utiliza la notacion H para referirse a la carboxipeptidasa E.

Una subdivision alternativa a las dos anteriores es la basada en las funciones
fisiologicas en que las enzimas estan involucradas. Las carboxipeptidasas
pancreaticas Al, A2 y B suelen actuar solo como enzimas digestivas, mientras que el
resto de las carboxipeptidasas actian en otro tipo de procesos fisiologicos mas
especificos y pueden tomar el nombre genérico de carboxipeptidasas reguladoras

(Skidgel, 1996), que hace referencia a su actividad proteolitica sobre sustratos como
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hormonas o neuropéptidos, o de carboxipeptidasas basicas, en referencia a su

especificidad para residuos C-terminales Lys o Arg.

I.3. Estructura y mecanismo catalitico de las

carboxipeptidasas

Hasta ahora, se han resuelto las estructuras cristalograficas de las
procarboxipeptidasas pancreaticas Al, A2 y B (Rees ef al., 1983; Schmid et al., 1976;
Famming et al., 1991; Coll et al., 1991; Guasch et al., 1992; Garcia-Séez et al., 1997) y
de otras metalocarboxipeptidasas como la carboxipeptidasa T (Teplyakov et al., 1992),
G2 (Rowsell et al., 1997), etc. La primera y hasta ahora unica esructura cristalografica
resuelta de una carboxipeptidasa reguladora se presenta en este trabajo, y corresponde a
uno de los dominios de la carboxipeptidasa D.

Tanto en las carboxipeptidasas pancredticas como en las reguladoras existe una
region de unidn a sustrato del tipo HXXE...H, donde los tres ligandos de zinc son una
histidina, un glutamato situado dos residuos mds alld de la histidina y otra histidina
localizada a 108 — 135 residuos hacia el C-terminal de la primera histidina. En
practicamente todas las secuencias se encuentran conservados los residuos esenciales
para la actividad.

En la carboxipeptidasa Al, la metaloproteasa mejor estudiada, los residuos de
unién de zinc son His 69, Glu 72 e His 196. De los estudios cristalograficos, se han
definido una serie de aminoacidos como los importantes en la catalisis y la union a
sustrato y pueden ser clasificados en varios subsitios (la lista no es exhaustiva):

S1':  Asn 144, Arg 145 y Tyr 248.

SI:  Arg 127 y Glu 270.

S2:  Arg 71, Ser 197, Tyr 198 y Ser 199.

S3:  Phe 279.

S4:  Glu 122, Arg 124.
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El grupo carboxilato terminal del sustrato peptidico es fijado por Asn 144, Arg
145 y Tyr 248, mientras que el grupo carbonilo del enlace peptidico a hidrolizar esta
cerca de Glu 270, Arg 127 y el zinc. Todos estos residuos estan conservados en las
carboxipeptidasas digestivas y muchos de ellos también en las reguladoras,
encontrandose so6lo algunas diferencias importantes en los aminoacidos que definen la

especificidad de sustrato o se encuentran en regiones superficiales.

o

T N

SUBSTRATE "SCISSILE" BOND

Figura 1.3. Esquema del centro activo de la carboxipeptidasa A. Se muestran los cinco subsitios (S;)
deducidos a partir de los estudios cinéticos utilizando sustratos de diferente longitud (P;) y
estructura. Reproducido de McDonald (1985).

I.4. Funciones de las carboxipeptidasas

La escision del aminoacido C-terminal de una proteina o péptido que llevan a
cabo las carboxipeptidasas puede ser un paso de sus procesos de degradacion o de

procesamiento. Segun el tipo y localizacion de la funcion fisioldgica que desempefian,
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las enzimas de la familia M14 pueden dividirse en 2 grupos: las carboxipeptidasas
digestivas o pancreaticas, cuya funcion primaria es actuar en la degradacion de las
proteinas procedentes de la ingesta y las carboxipeptidasas reguladoras, cuyos
sustratos son normalmente péptidos activos biologicamente en tejidos y fluidos no
digestivos. A pesar de que este criterio de clasificacion es el mas sencillo vy,
posiblemente, el menos controvertido, existen otros criterios por los que se ha querido
clasificar a este tipo de enzimas. La busqueda de relaciones evolutivas a partir de
comparaciones secuenciales y de las estructuras tridimensionales conocidas nos llevaria,
por ejemplo, a la definicion de dos familias de enzimas: la formada por las
carboxipeptidasas de tipo pancredtico (pancreatic-like) y la formada por las enzimas
similares a la carboxipeptidasa E. En la primera familia encontrariamos, por ejemplo, a
la carboxipeptidasa U, antes definida como reguladora y, desde este punto de vista, con
funciones fisiol6gicas mas adecuadas a su clasificacion en el segundo grupo. Un criterio
de clasificacion adicional nos permitiria clasificar a las carboxipeptidasas segin su
especificidad de sustrato. En este caso, la familia de las “carboxipeptidasas basicas”,
con preferencia para la escision de Lys o Arg C-terminales, contendria algunas formas
pancredticas, la carboxipeptidasa U y todos los miembros de la familia de la
carboxipeptidasa E. Para simplificar esta multiplicidad de criterios, en esta Tesis
utilizaremos la clasificacion més simple comentada al inicio de este parrafo.

Ademas de las carboxipeptidasas pancreaticas Al, A2 y By de las reguladoras E
y D, a las cuales prestaremos atencion mas adelante, existen otras carboxipeptidasas
reguladoras con funciones diversas, que se describen brevemente a continuacion.

La carboxipeptidasa A de mastocitos y la carboxipeptidasa U (o
carboxipeptidasa B de plasma, también denominada TAFI) son las carboxipeptidasas
reguladoras con mayor homologia estructural con las pancreaticas, siendo el grado de
identidad secuencial mayor del 40%. Son las Unicas proteinas dentro de este grupo que
se sintetizan con un propéptido de la misma longitud que el de las pancreaticas. La
primera se encuentra en los granulos secretores de los mastocitos, donde forma
complejos macromoleculares con proteoglicanos. Es una proteina activa que hidroliza
sustratos peptidicos en tdndem con otras proteasas (Reynolds et al., 1989). La funcion
precisa de esta proteina aun no se conoce del todo, aunque esta probablemente
relacionada con las condiciones patoldgicas o de respuesta fisioldgica en las que los

mastocitos estdn implicados. La carboxipeptidasa U se encuentra en la sangre como
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zimoOgeno y ha sido identificada como un inhibidor de fibrinolisis activable por
trombina (Bajzar et al., 1995), de ahi la denominacién de TAFI. El complejo trombina-
trombomodulina modula la activacion de esta proteina mediante su dominio 3, que es
un "epidermal growth factor-like" (Kokame et al., 1998). La carboxipeptidasa U puede
estar involucrada en modular la activacion del plasmindgeno y la tasa de fibrinolisis.

La carboxipeptidasa T es aquella hallada en bacterias como
Thermoactinomyces (Teplyakov et al., 1992).

La carboxipeptidasa M fue purificada y caracterizada por primera vez de
microvellosidades placentarias (Skidgel, 1989). Estd ampliamente distribuida en una
gran variedad de tejidos y células y es especialmente abundante en placenta y pulmones.
Se encuentra unida a membrana gracias a un ancla de glicosilfosfatidilinositol en la
region C-terminal, como demuestra su liberacion de la membrana después de un
tratamiento con una fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (Skidgel, 1996). La
localizacién de la carboxipeptidasa M en membrana sugiere que ésta podria participar
en el control de la actividad de hormonas peptidicas en la superficie celular, en la
modulacion de receptores y en el procesamiento o degradacion de proteina extracelular.
Entre otros procesos, la carboxipeptidasa M puede estar implicada en el metabolismo de
factores de crecimiento debido a su capacidad de generar Arg53-EGF y a la
coincidencia de la distribucion de la enzima y el factor de crecimiento epidérmico
(McGuire y Skidgel, 1995). Puede estar también implicada en funciones de proteccion
de la superficie alveolar en procesos inflamatorios y ademas puede generar Arg-9-
bradiquinina, un péptido capaz de estimular toda una serie de respuestas celulares
mediante un cambio en la especificidad del receptor (Nagae et al., 1992).

La carboxipeptidasa N es la carboxipeptidasa reguladora mas grande que se ha
descrito. Se la conoce también por los nombres de quinasa I, arginina carboxipeptidasa,
inactivador de anafilotoxina, carboxipeptidasa B de suero, protaminasa, factor convertor
de la creatina quinasa y carboxipeptidasa K. Para ser activa, la carboxipeptidasa N
necesita la presencia de la subunidad catalitica (50-55 kDa) y de una subunidad
glicosilada acompafiante de 83 kDa (Erdos, 1979). Se sintetiza en el higado y se libera a
la sangre, donde pueden detectarse altas concentraciones (30 pg/ml). Se cree que esta
proteasa protege al organismo de péptidos de potente acciébn que van a parar al torrente

sanguineo como las quininas y las anafilotoxinas.
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La carboxipeptidasa Z es una de las metalocarboxipeptidasas mas
recientemente clonadas y caracterizadas (Song y Fricker, 1997). Tanto la forma humana
como la de rata contienen un dominio N-terminal de 100 aminoacidos que muestra un
20-30% de identidad aminoacidica con el dominio “frizzled” que se encuentra en
proteinas que interaccionan con Wnt, una proteina involucrada en la polaridad de tejidos
en la embriogénesis temprana. Este dominio esta altamente conservado en rata y
humano. La carboxipeptidasa Z es abundante en placenta y se encuentra en menores
cantidades en cerebro, pulmones, timo y rifién. En la tabla I.1 y la figura 1.4 se

presentan algunos datos estructurales y de homologia de la CPZ.

Tabla I.1. Identidad aminoacidica (%) entre CPZ de rata y otras metalocarboxipeptidasas (NA: no

analizado).
Dom ni 0o car boxi pepti dasa Pr ot ei na

conpl eta
CPZ humana 91 81
CPE humana 48 41
CPN humana 47 45
CPM humana 37 33
CPD de rata

Prot ei na conpl eta NA 28

Domnio 1 37 NA

Dom nio 2 38 NA

Dom nio 3 22 NA
CPB de rata 13 12
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Figura 1.4. Arriba: secuencia de CPZ de rata. El dominio "frizzled" se encuentra subrayado y el
dominio carboxipeptidasa recuadrado. Los asteriscos indican residuos en posiciones comparables a
residuos cataliticos de las carboxipeptidasas A y B. Los lugares de posible N-glicosilacion estian
indicados con un circulo. La secuencia putativa de poliadenilacion esta subrayada. Abajo:
secuencia de una forma alternativa de CPZ con un inserto de 124 nucledtidos (subrayado).

Extraido de Xin et al. (1998).
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Las carboxipeptidasas X1 y X2 se han identificado recientemente en raton (Lei
et al., 1999; Xin et al., 1998). Las dos proteinas contienen una region N-terminal de 160
aminoacidos secuencialmente similar al dominio de discoidina de otras proteinas.
Algunos residuos importantes para la actividad catalitica de otras carboxipeptidasas no
se encuentran conservados en éstas. Debido a esto, la carboxipeptidasa X1 no tiene
actividad frente a los sustratos estandar para carboxipeptidasas, mientras que para la
carboxipeptidasa X2 no se ha detectado actividad en absoluto. La carboxipeptidasa X1
se ha encontrado en numerosos tejidos embrionarios, lo cual sugiere que su funcion
debe estar ligada al desarrollo, posiblemente mediante interacciones celulares via su
dominio de discoidina. La carboxipeptidasa X2 tiene una amplia distribucion en el
cerebro, donde probablemente actia mas bien como proteina de union que como enzima
activa.

Las carboxipeptidasas pueden tener algunas aplicaciones biotecnologicas y
biomédicas. Por ejemplo, se han usado para producir enzimas con especificidad inversa
(Edge et al., 1998) o para generar complejos enzima-anticuerpo con el objeto de
utilizarlos para una terapia con enzimas dirigidos por anticuerpos capaces de activar una

prodroga en el lugar adecuado (Smith et al., 1997; Wolfe et al., 1999).

I.5.Evolucion de las metalocarboxipeptidasas

El nivel de identidad secuencial entre las carboxipeptidasas pancreaticas y el resto es
bajo (exceptuando la carboxipeptidasa A de mastocito y la carboxipeptidasa U). Aun
asi, se observa una conservacion de los residuos cataliticamente importantes como: His
69, His 169 y Glu 72, que coordinan el zinc; Arg 145, necesaria para el anclaje del
sustrato y Glu 270, Arg 127, Arg 71 y Tyr 248 en los subsitios del centro activo
(numeracion de la carboxipeptidasa A bovina). Las diferencias de tamafio entre las
carboxipeptidasas son debidas a los dominios de uniéon a membrana o a otros dominios
adicionales o repetidos. Se ha propuesto como darbol evolutivo de las
metalocarboxipeptidasas el que se muestra en la figura 1.6. Los segmentos de activacion

de las proenzimas pancreaticas, de la carboxipeptidasa A de mastocitos y de la
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carboxipeptidasa U tienen 92-95 residuos, el de la carboxipeptidasa E, 5-16 residuos y
las carboxipeptidasas N y M no contienen propéptidos. Esto apoyaria la hipotesis de que
los segmentos de activacion aparecieron al final del proceso de diferenciacion evolutiva

de las proteasas.
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Figura L.5. Arbol filogenético de la familia de la carboxipeptidasa A (M14). 1, carboxipeptidasa T
de Thermoactinomyces; 2, carboxipeptidasa T de Streptomyces; 3 carboxipeptidasa B de pez astaco;
4, carboxipeptidasa A de Simulium; 5, carboxipeptidasa A humana; 6, carboxipeptidasa A bovina;
7, carboxipeptidasa A de rata; 8, carboxipeptidasa A de mastocito humana; 9, carboxipeptidasa A
de mastocito de rata; 10, carboxipeptidasa A de mastocito de ratén; 11, carboxipeptidasa B bovina;
12, carboxipeptidasa B humana; 13, carboxipeptidasa B de rata; 14, arginina carboxipeptidasa
humana; 15, carboxipeptidasa E de pez pulmonado; 16, carboxipeptidasa E humana; 17,
carboxipeptidasa E de rata; 18, carboxipeptidasa E de raton; 19, carboxipeptidasa E bovina; 20,
lisina carboxipeptidasa humana; 21, carboxipeptidasa de Drosophila; 22, carboxipeptidasa M

humana. Extraido de Rawlings y Barret (1995).
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