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Los inhibidores de proteasas (IP) de naturaleza proteica constituyen
importantes herramientas de la naturaleza para el control de la
actividad proteolitica de sus proteasas blanco, asi como su bloqueo
en casos de emergencia (Bode y Huber, 1992). Se presentan en
multiples formas, en numerosos tejidos de animales y plantas; de
igual forma se encuentran en microorganismos, donde se producen
inhibidores de proteasas no proteicos que afectan la actividad
proteolitica de proteasas hospederas (Bode y Huber, 1992; Valueva
y Mosolov, 2004).

La principal funcidn fisiolégica de los IP endégenos es la preven-
cién de la protedlisis no deseada y, por tanto, estan involucrados en
la mayoria de los procesos fisiolégicos normales, al igual que en los
procesos patoldgicos, debido a su implicacién en la regulacién de
la actividad proteolitica, la activacién de coenzimas y la liberacién
de polipéptidos biolégicamente activos (Laskowski y Kato, 1980;
Laskowski, 1986). La presencia de inhibidores de proteasas en el
plasma de mamiferos sugiere que pueden intervenir en la regula-
cién de la coagulacién sanguinea y en otras cascadas proteoliticas,
como la activacién del complemento. Su funcién en las plantas
también ha sido estudiada y se encuentra generalmente asociada
a mecanismos de defensa contra la infeccién por patégenos, me-
diante la inhibicién de sus proteasas (Lawrence y Koundal, 2002;
Valueva y Mosolov, 2004).

El estudio de estas biomoléculas ha permitido profundizar en los
estudios de estructura y funcién de las proteasas, y en el estudio
de los mecanismos de interaccion proteina-proteina (Laskowski et
al., 2000). Teniendo en cuenta que muchas proteasas constituyen
importantes blancos terapéuticos, los inhibidores de proteasas
constituyen un principio farmacolégico valido en el tratamiento de
diversas enfermedades (Turk, 2006). En la biotecnologia se han
utilizado para obtener variedades de plantas mas resistentes a las
plagas y enfermedades (Jongsma y Bolter, 1997; Schuler et al., 1998),
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y para incrementar los rendimientos y la estabi-
lidad operacional en los procesos de produccién
y aplicacién de las proteinas (Macauley-Patrick
et al., 2005).

Para nombrar los inhibidores se han utilizado
diferentes nomenclaturas que incluyeron, en un
inicio, el origen del inhibidor y la proteasa que in-
hibe; sin embargo, tal tipo de nomenclaturas no
permitia establecer una relacién funcional y es-
tructural entre los inhibidores. En 2004, Rawling
y Barrett agruparon la unidad inhibitoria de una
molécula de inhibidor en 48 familias, basados
en la similitud de secuencia de aminoacidos de
cada una de estas unidades. Con base en su
estructura tridimensional, 31 familias de inhibi-
dores se asignaron a 26 clanes. A diferencia de
las peptidasas —donde muchos clanes contienen
varias familias-, en los inhibidores de proteasas
la gran mayoria pertenece a una familia y a un
Unico clan. Esta clasificacién también se intro-
dujo en la base de datos de peptidasas MEROPS
(<http://www.merops.sanger.ac.uk>), conforma-
da actualmente por 52 familias y 33 clanes de IP
(Rawlings et al., 2006).

A diferencia de las proteasas, donde los resi-
duos del sitio catalitico se conservan dentro de los
miembros de la familia, en los IP se presenta una
gran variedad de aminodcidos en el sitio reactivo
(Laskowski y Kato, 1980; Forsyth et al., 2003). Es-
tos residuos son generalmente los mds variables
entre los miembros de las familias, lo que impide
distinguir IP que no presentan actividad inhibidora,
de supuestos IP.

La inhibicién del sitio activo de las proteasas
se logra usualmente mediante el acoplamiento del
inhibidor a la enzima que inhibe, a través de un
elemento estructural que se encuentra expuesto,
ya sea un simple lazo o un extremo terminal del
inhibidor, solo o en combinacién con dos o mas
de estas estructuras (Otlewski et al., 2005). Para
los IP se han descrito diferentes mecanismos de
inhibicion, que se presentan en la figura 1 y se
describen a continuacion:

« |IP que incluyen el bloqueo del sitio activo de
la enzima igual que lo hace el sustrato: el
enlace peptidico escindible P1-P1’ puede ser
hidrolizado y posteriormente re-sintetizado,
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se produce la formaciéon de un complejo
proteasa-inhibidor no covalente y estable, y
no ocurren cambios conformacionales en la
molécula del inhibidor (inhibidores candni-
cos, de serino proteasas, tipo tripsina).

« La inhibicién a través de la formacién de
un complejo estable enzima-producto: se
presenta cierta analogia con los inhibido-
res candnicos de serino proteasas pues
puede ocurrir un corte lento del enlace
peptidico P1-P1’ y el producto de esta
reaccién es activo como inhibidor (PCl y
LCl en las metalo carboxipeptidasas).

« IP que bloquean estéricamente el sitio activo:
la cadena polipeptidica del inhibidor bloquea
el sitio activo de la proteasa. En algunos
casos, por ejemplo, en los inhibidores no
candnicos, el extremo amino del inhibidor se
inserta en el sitio activo de la enzima, y pue-
den presentarse interacciones secundarias
que incrementan el area de contacto. Esto
genera una inhibicién fuerte y especifica
(inhibicién de las cistatinas en las cisteino
proteasas, tipo papaina, e inhibidores no
candnicos como la ornitodorina).

« |IP que seunenaunsito adyacente o exositio:
inhibidores de trombina.

« |IP irreversibles que forman intermediarios
acil-enzima: se produce una deformacion
del sitio activo de la enzima y ocurren
cambios conformacionales en el inhibidor
(inhibidores de serino proteasas, serpinas)
e intermediarios tioacil enzima (inhibidores
de cisteino proteasas).

« Lainhibicién alostérica: los pro-péptidos de
las serino proteasas (Bode y Huber, 2000;
Otlewski et al., 2005).

Existen inhibidores formados por una sola unidad
inhibitoria (inhibidores homotipicos) capaces de
actuar frente a una o mas proteasas, pertene-
cientes a una o mas clases mecanisticas. Por
ejemplo, la hirudina es un polipéptido de 7 kDa
aislado de la sanguijuela Hirudo medicinalis,
capaz de inhibir especificamente trombina
con un valor de K. = 8,3 x 107"* mol/L (Stone et
al., 1987; Ascenzi et al., 1992; Stubbs y Bode,
1995; Ascenzi et al., 1995); mientras que el BPTI
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Mecanismo enzima/producto

Mecanismo enzima/sustrato

Figura 1. Ejemplos de complejos proteasas-inhibidor: a) complejo entre proteasa tipo cisteino-inhibidor; (atepsina H: Estefina
(1NB5); b) complejo proteasa tipo serino: serpina; tripsina; o 1-antitripsima (1EZX); c) complejo metaloproteasa-inhibidor;
Carboxipeptidasa A2: LCl (1DTD); d) complejo proteasa tipo serino-inhibidor; Tripsina: CMTI (1PPE). En la figura se representa la
estructura tridimensional de los complejos enzima: inhibidor. En la parte superior de cada complejo se encuentra el inhibidor,
mientras que en la parte inferior se presenta la enzima. Se sefala ademds el mecanismo de inhibicién que se manifiesta en cada caso.

(bovine pancreatic trypsin inhibitor) es un potente
inhibidor de tripsina (K, = 6,0 x 107* mol/L), que
también es capaz de inhibir otras enzimas
que pertenecen a la misma clase mecanistica,
como quimotripsina, calicreina y elastasa de
neutroéfilos (Fritz y Wunderer, 1983). Igualmente,
la eglina Cy la eglina B (inhibidores de la familia
de papa I) inhiben catorce serino proteasas de
la familia S1 (quimotripsina) y S8 (subtilisina),
a través de un mismo sitio reactivo, con va-
lores de K. < 10°® mol/L (Ascenzi et al., 1995;
Laskowski et al., 2000).

La actividad inhibidora frente a mas de una en-
zima que pertenece a una misma clase mecanisti-
ca se ha observado no solo en proteinas formadas
por una sola unidad inhibitoria, sino también en
aquellas que presentan mas de un dominio en su
estructura (fig. 2), que pueden inhibir simultanea
e independientemente, 0 no, una misma enzima
o distintas enzimas, a través de diferentes sitios
reactivos (Laskowski y Kato, 1980; Bode y Huber,
1992). Este modo de inhibicién de varias enzimas
fue reconocido por Rhodes et al. (1960), quienes
lo asociaron al conocido término de «inhibido-
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Figura 2. Ejemplos de inhibidores multidominios: a) BBI, inhibidor de la familia Bowman Birk (1BB1); b) Ecotina, inhibidor de la
familia Ecotin; 1ECZ; ¢) Bikunin, inhibidor de la familia BPTI/Kuntiz (1BIK).

res multicabezas» (multiheaded inhibitor). Los
inhibidores multicabezas, generalmente multido-
minios, pueden ser el resultado de asociaciones
no covalentes de varias cadenas polipeptidicas,
cada una con un sitio reactivo capaz de inhibir la
misma enzima o enzimas diferentes de una misma
clase mecanistica. Tal es el caso del inhibidor de
papa |, que es un tetrdmero no covalente capaz
de inhibir cuatro moléculas de quimotripsina si-
multaneamente, sin disociarse (Ryan y Shumway,
1971); de igual forma ocurre con el inhibidor de
doble cabeza de subtilisina (SSI), formado por un
dimero no covalente que inhibe dos moléculas de
subtilisina sin que ocurra la disociacién (Laskowski
y Kato, 1980). Otro ejemplo resulta el de los
inhibidores pertenecientes a la familia Bowman-
Birk (fig. 2a), aislados de las semillas de plantas
leguminosas, que consisten en dos secuencias
homdlogas unidas por puentes disulfuro, cada una
con un sitio reactivo (Krahn y Stevens, 1970; Song
etal., 1999).

Por su parte, la inhibicion de enzimas que
pertenecen a una misma clase mecanistica puede
darse en proteinas multidominios formadas por
una sola cadena polipeptidica que se pliega en dos

o mas dominios funcionales y estructurales homé-
logos (Laskowski y Kato, 1980; Christeller, 2005).
Generalmente, cada dominio inhibe una enzima
diferente, como sucede, por ejemplo, en el caso
de los ovomucoides, formados por tres dominios
Kazal homdlogos, donde cada dominio es capaz
de inhibir una enzima diferente (de la misma clase
mecanistica) de forma independiente. El primer
dominio del ovomucoide de pavo inhibe la proteasa
especifica para acido glutadmico de Streptomyces
griseus (Komiyama et al., 1991), el segundo domi-
nio inhibe tripsina, mientras que el tercer dominio
inhibe quimotripsina, elastasa y subtilisina (Ardelt
y Laskowski, 1985; Bigler et al., 1993).

Si bien los inhibidores multicabezas, que han
sido generalmente descritos, son capaces de
inhibir proteasas pertenecientes a una misma
clase mecanistica, también existen informes de
inhibidores que actian sobre proteasas de dife-
rentes clases mecanisticas (Bode y Huber, 1992,
2000). Este tipo de actividad, menos frecuente en
proteinas formadas por un dominio inhibitorio, ha
sido igualmente informado para proteinas multi-
dominio, en las que cada dominio es responsable
de un tipo de actividad. Estos dominios pueden ser
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homdlogos entre si (inhibidor multidominio homo-
tipico), como en la equistatina, inhibidor aislado
de la anémona Actinia equina, formado por tres
dominios tipos tiroglobulinas-1 capaces de inhibir
aspartico y cisteino proteasas (Lenarcic et al,
1997). Se conoce que el primer dominio es capaz
de inhibir papaina con valores de K en el orden
nanomolar, comparables con la proteina natural;
mientras, el segundo dominio es capaz de inhibir
catepsina D, por lo que pudiera ser el responsable
de la actividad inhibidora de aspartico proteasas
(Lenarcic y Turk, 1999). Hasta el momento se
desconoce la funcién del tercer dominio de la
equistatina (Strukelj et al., 2000).

Se han descrito inhibidores multidominios de la
familia BPTI/ Kunitz, como el bikunin (Zhuo et al.,
2004) y el inhibidor BMTIA aislado de la garrapata
Boophilus microplus (Daishi et al., 2004), proteinas
que estan formadas por dos dominios BPTI/Kunitz;
asi como los inhibidores de los factores titulares 1
y 2 (TFPIT y TFPI2) y SmCI (inhibidor aislado a par-
tir del anélido marino Sabellastarte magnifica), que
poseen tres dominios Kunitz en serie (Wun et al.,
1988; Sprecher et al., 1994; Du et al., 2003; Alonso
del Rivero et al., 2007). Se ha observado que en
inhibidores multidominios de esta familia no todos
los dominios presentan actividad inhibidora. Por
ejemplo, el primer dominio del TFPIT humano inhi-
be el complejo factor Vila/factor tisular (Vlla/TF)
(Wun et al., 1988; Sprecher et al., 1994; Petersen
etal., 1996; Burgering et al.,, 1997; Du et al., 2003);
mientras que el segundo dominio inhibe el factor
Xa. Sin embargo, el tercer dominio no presenta
funcién inhibidora y solo se ha descrito que posee
sitios de unién a la heparina (Mine et al,, 2002).
Todos son capaces de inhibir enzimas que perte-
necen a una misma clase mecanistica.

Recientemente se aisld y purificé, a partir de la
corona de tentaculos del anélido marino S. magni-
fica, un nuevo inhibidor multidominio (tres domi-
nios) perteneciente a la familia BPTI/Kunitz, capaz
de inhibir proteasas de dos clases mecanisticas.
SmCI (S. magnifica carboxypeptidase inhibitor) es
un inhibidor fuerte de serino y metalocarboxipep-
tidasa A. Es capaz de inhibir serino proteasas de
la famila S1 como tripsina, elastasa pancreatica
y quimotripsina, con valores de K, en el orden na-
nomolar para las dos primeras y menos fuertes

MADAY ALONSO DEL RIVERO ET AL

(1077 M) para quimotripsina; asi como carboxipep-
tidasa A con un valor de K, = 23 nM. A diferencia del
resto de los inhibidores de CPs que se han descrito,
SmCl no es capaz de inhibir carboxipepidasa
B. SmClI constituye el primer inhibidor BPTI/Kunitz
capaz de inhibir carboxipeptidasa. La obtencién
recombinante de los dos bidominios de SmCl
(SmCI D1-D2 y SmCI D2-D3) mostré que solo el
bidominio D1-D2 es capaz de inhibir carboxipepti-
dasa A, lo que sugiere el papel fundamental del
primer dominio en la inhibicién de esta enzima
(Alonso del Rivero et al., 2012). La presencia de re-
siduos diferentes en el lazo candnico P3-P3" de
cada uno de los dominios sugiere una participacion
diferencial de los dominios en la inhibicién de las se-
rino proteasas. Aunque se desconoce actualmente
el mecanismo de inhibiciéon de SmCl frente a CPA,
estudios preliminares han demostrado que este
mecanismo no involucra el extremo carboxilo de
la molécula (Alonso del Rivero et al., 2007), como
ocurre para la mayoria de los inhibidores de esta
enzima (Arolas et al., 2007; Sanglas et al., 2009).
También se presenta este tipo de actividad en
proteinas multidominios, formadas por dominios
que pertenecen a diferentes familias de inhibidores
—inhibidores multidominios heterotipicos— (Christe-
ller, 2005), como en la proteina WFIKKN, formada
por multiples dominios que incluyen un dominio
WAP -Whey Acid Protein, «inhibidor de metalo
proteinasa»—, un dominio follistatin/Kazal, dos
dominios Kunitz, un dominio inmunoglobulina y
un dominio NTR -netrin C terminal domain, que in-
teractla con proteoglicanos- (Trexler et al., 2001).
Se conoce que el segundo dominio Kunitz de esta
proteina es un potente inhibidor de tripsina con
un valor de K, = 9,6 nmol/L (Nagy et al., 2003).
Inhibidores formados por un solo dominio
inhibitorio son capaces de inhibir proteasas de
diferentes clases mecanisticas. Por ejemplo, Delfin
etal. (1994, 1996) informaron sobre la presencia de
actividad inhibidora de proteasas que pertenecen a
diferentes clases mecanisticas, en un inhibidor
aislado a partir de la anémona Stichodactyla he-
lianthus (ISH1_STOHE). Este inhibidor, formado por
un dominio Kunitz, es capaz de inhibir proteasas
serino como tripsina, quimotripsina, plasmina y
calicreina bovina; cisteino proteasas como bro-
melina y papaina; y aspdartico proteasas como la

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 2 + N. 1 - ENERO-ABRIL - 2013 - PP. 14-21



INHIBIDORES DE PROTEASAS MULTIFUNCIONALES DE NATURALEZA PROTEICA

19

pepsina. A partir del sobrenadante de un cultivo de
Streptomyces caespitosus se aislé un nuevo inhibidor
bifuncional de la familia SSI, denominado ScNPI,
capaz de inhibir enzimas pertenecientes a dos
clases mecanisticas. Este inhibidor es capaz de
inhibir subtilisina BPN y otras serino proteasas
como tripsina y quimotripsina, ademas de metalo
proteasas aisladas de dicho organismo. Estudios
de mutagénesis dirigida apuntan a que la inhibi-
ciéon frente a los dos tipos de enzima se realiza,
probablemente, por sitios reactivos diferentes, que
se localizan en zonas opuestas en la molécula
delinhibidor(Hiragaetal.,2000). Otroejemploesun
inhibidor de un solo dominio aislado de la hemolinfa
de Apis mellifera que pertenece a la familia de
inhibidores Ascaris, capaz de inhibir quimotripsina
y catepsina G (Cierpicki et al., 2000).

Otros autores han informado sobre el aislamien-
to y caracterizacién de inhibidores de proteasas de
plantas, capaces de inhibir enzimas de diferentes
clases mecanisticas, e incluso enzimas que no son
proteasas. A partir de la semilla de Eleusine coracana
se aislé un inhibidor de tripsina y a amilasa que per-
tenece a la familia de inhibidores a amilasa/tripsi-
na. La estructura del complejo a amilasa/inhibidor
demostré que la inhibicién frente a la a amilasa
se realiza por el extremo amino del inhibidor y no
coincide con el sitio de unién a la tripsina, que es
diferente a otros sitios reactivos tipicos informados
para inhibidores de serino proteasas (Guorinath et
al., 2000). Otros dos inhibidores bifuncionales de
esta familia, capaces de inhibir simultdneamente
las enzimas a amilasa/subtilisina y a amilasa/
proteinasa K, se aislaron, respectivamente, a partir
de cebada y trigo (Mundy et al., 1983; Pal et al.,
1986). Por su parte, Ritonja et al. (1990) informaron
sobre la secuencia de un inhibidor aislado de papa
capaz de inhibir tripsina y catepsina D, para el que
demostraron la existencia de dos sitios de unién
diferentes para estas enzimas. Recientemente,
un inhibidor bifuncional, activo frente a tripsina y
papaina, se aislé de la leguminosa Prosopis juliflora
(PTPKI). La inhibicion frente a las dos enzimas se
realiza a través de un mismo lazo de unién, lo que
impide la inhibicién simultdnea de las enzimas
(Franco et al., 2002).

La elongacién de genes por multiplicacién es
probablemente la mayor causa de inhibidores de
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proteasas multicabezas, pero no es la unica. La
elongacién por fusiéon de genes es otro posible
mecanismo, principalmente en aquellos inhibi-
dores que inhiben enzimas de diferentes clases
mecanisticas (Laskowski et al., 1974).
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