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1.- DEGRADACION
DE LAS PROTEINAS

Paraclmantenimientode la vidaen los seres acrobios
es absolutamente imprescindible la presencia del
oxigeno. Pero esta realidad fisiologica se ve acom-
paiiada de la produccion de una serie de cuerpos
quimicos conocidos como radicales libres de oxige-
no (RLO) y otras especies oxigeno reactivas
(EOR).Estas sustancias originan modificaciones en
los hidratos de carbono, lipidos, dcidos nucleicos,
aminoacidos y proteinas.

Concretamente, las que dan lugar a la aparicion de
ciertas modificaciones en los aminoacidos. se tradu-
cen después por disturbios en  la funcion y/o la
actividad enzimatica de las proteinas. A pesar de la
existencia de los mecanismos reparadores celulares
con los que se hallan dotadas las células, la conse-
cuencia mas inmediata del fendmeno anterior es su
agregacion o fragmentacion, lo que posteriormente
las conduce a la proteolisis. "

En un adulto normal de 70 kg de peso. cada dia se
sintetizan y degradan unos 280 gramos de proteinas,
la mayoria de ellas intracelulares. Normalmente
existe un equilibrio homeostatico entre ambos pro-
cesos, puesto que cualquier desequilibrio al respecto
podria originar una importante alteracion de las
funciones celulares. Ello es lo que ocurre cuando
alguna de las dos vias metabdlicas anteriores sufie
una variacion cuantitativa notable, que no es com-
pensada por la otra, siendo diversas las condiciones
fisiologicas o patoldgicas que pueden afectar a las
concentraciones o capacidades funcionales de las
proteinas.

CORRESPONDENCIA:

Durante el estado de equilibrio en el que la cantidad
de proteinas contenidas en el organismo permanece
constante, el recambio de las mismas no se modifica,
dado que la sintesis y la degradacion se encuentran
perfectamente equilibradas. Sin embargo, en ciertas
condiciones fisiologicas o patologicas que afectan a
las proteinas constituyentes de las células, tanto su
concentracion como su capacidad funcional pueden
verse alteradas. Por ejemplo, en lo que se refiere al
musculo, las cargas superiores a las que éste habi-
tualmente soporta desequilibran labalanzaa favorde
la sintesis proteica, en tanto que las inferiores o la
falta de uso, ejercen el efecto contrario. La degrada-
cion de las proteinas afecta de igual modo a la
cantidad y a la calidad de las mismas.

El papel fisioldgico de la proteolisis intracelular es
variado y complejo y. desde luego, la degradacion de
las proteinas no solo cumple una mision negativa,
sino que también favorece ciertos aspectos del meta-
bolismo. Asi, por ejemplo, cuando un organismo se
ve sometido aunarestriccion calorica intensa, utiliza
los aminoacidos producidos en la proteolisis de las
proteinas del sistema muscular para generar energia,
o para ser transformados en glucosa en el higado.
Otra importante funcion de la degradacion de las
proteinas es la de eliminar todas las dafadas o
desestructuradas cuya acumulacion pudiera deterio-
rar la funcion celular™.

El catabolismo intracelular de las proteinas se lleva
a cabo mediante diferentes procesos metabolicos,
aunque algunos de ellos atin son poco conocidos. En
la degradacion de las proteinas existen varias vias o
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mecanismos de llevarla a cabo. Las tres mas impor-
tantes son los siguientes: 1°.- Lavia lisosomal. 2°.- El
sistemacalpainay 3°.- La via ubiquitina-proteasoma.

1.1.- La via lisosomal

La inmensa mayoria de las células de los mamiferos
contienen en su interior una serie de organelos, los
lisosomas, con enzimas catabolicas que suelen actuar
a pH 4cidos y consiguen dividir diversas estructuras
v moléculas. Entre estas enzimas se encuentran otras
cuya mision consiste en degradar las proteinas
intracelulares. Los lisosomas, para ejercer su accion
proteolitica cuentan con varias endoproteasas, fun-
damentalmente las conocidas como catepsinas D, B,
L, H, E. F. G, etc., y con exoproteasas del tipo
carboxipeptidasas y aminopeptidasas .

Las catepsinas, localizadas primariamente en los
lisosomas o endosomas, son enviadas al citosol du-
rante la muerte celular programada o apoptosis, lo
que les permite interaccionar con las caspasas y otros
mecanismos sefializadores de la apoptosis. La im-
portanciarelativa de la via lisosomal y las catepsinas
enlaproteolisis intracelulares discutible. Aunque no
se conoce detalladamente suimportancia en el meca-
nismo de degradacion, si sabemos que muchas pro-
teinas no utilizan esta via, y otras solo lo hacen en
determinadas circunstancias, y en tejidos especifi-
cos. En el caso del sistema muscular la inhibicion de
las enzimas lisosomales no afecta a las proteinas
contrdctiles %,

1.2.- El sistema calpaina.

Casitodas las células de mamiferos contienen, como
minimo. dos isoenzimas de proteasas dependientes
de la actividad de calcio. Todas forman parte de un
gran sistema de proteasas dependientes de calcio y
poseen un inhibidor endogeno de la proteina: la
calpastatina y un activador. Las calpainas constitu-
yen una forma muy conservada de enzimas cistein-
proteinasas no lisosomales, dependientes de calcio,
que se activan en situaciones patologicas. Existen
dos isoenzimas muy ubicuas (calpaina I y calpaina
11}, con dos subunidades y varias isoformas tisulares
especificas (musculo esquelético, rifion, eritrocitos).
asi como una subunidad reguladora 28Kd (calpaina
4).

La actividad de las calpainas esta muy regulada por
su inhibidor enddégeno especifico, la calpastatina
ubicada:enel musculo esquelético, enel rifidn, enlos
eritrocitos y en otros tejidos . Aunque las funcio-
nes fisiologicas de este sistema enzimatico no son
totalmente conocidas, existen datos que relacionan a
la calpaina con procesos de reabsorcion dsea
osteoclastica, con el remodelado del citoesqueleto,
con laaparicion de diversos tipos de cataratas, con la
diabetes tipo I1, etcétera. Enrelacion con el fendme-
no de metdstasis tumorales, estas se facilitan por las
roturas de las adhesiones célula-célula y célula ma-
triz. roturas que estin reguladas por complejos
multiproteicos de cadherinas e integrinas.

Es muy importante el hecho de que el aumento de
calpainao ladisminucion de suinhibidor calpastatina
pueden mediar la degradacion proteolitica de tales
complejos, favoreciendo el desarrollo de diversos
tumores. El misculo contiene una forma de calpaina
a la que se le achaca la distrofia muscular @,

1.3.- La via ubiquitina-proteasoma.

Para los especialistas, la via ubiquitina-proteasoma
cataliza la mayor parte de los procesos de degrada-
cion de las proteinas en los que no intervienen los
lisosomas. En este complejo se incluven dos porcio-
nes con funciones totalmente distintas: la ubiquitina,
cuya mision es sefialar las proteinas que deben ser
degradadas y ¢l proteasoma 268 que rcaliza esta
altima mision. La cifra 26S no es otra cosa que el
coeficiente de sedimentacion de la proteina.

El proteasoma es un complejo proteasa multi-
subunidad con un coeficiente aparente de sedimenta-
cion 20'S. Enambos extremos finales del proteasoma
20S cilindrico se asientan dos complejos regulatorios,
conocidoscomo PA700y PA28, para formar, respec-
tivamente, un complejo proteasoma 26S en forma de
pesa. o un segundo complejo, con forma de balon de
futbol . El proteasoma 208 tiene un pesomolecular
de 700.000 kDa y se halla compuesto de 28
subunidades proteicas que en las células eucariotas
estan producidas por 14 genes %, El proteasoma
208, por si mismo, solamente es capaz de degradar
péptidos de pequenias dimensiones, lo que hace con
bastante lentitud. Unicamente puede hidrolizar los
grandes, cuando éstos se encuentran muy desnatura-
lizados'™". El proteasoma 26S es una proteina muy
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compleja de un peso molecular de 2.100.000 y en su
estructura intervienen 48 subunidades que represen-
tan 35 productos de distintos genes. En cuanto a las
formas funcionales de proteasoma, el proteasoma
268, esta formado por el proteasoma cilindrico cen-
tral 208, que funciona como una médquina catalitica y
por los dos modulos terminales PA700 en forma de
V. que le da su caracteristica forma de pesa. Sumasa
molecular es de alrededor de 2,1 Mda. EI PA700 es
una proteina de 700.000 daltons. compuesta de 20
subunidades, cada una de las cuales se halla codifica-
daporungendistintoyactiaregulandoal proteasoma
208 &9,

Dichas subunidades se clasifican en dos subgrupos:
A). Este contiene al menos, 6 ATP-asas que consti-
tuyen una familia tinica multigénica capacitada para
codificar polipéptidos homologos. la cual se ha con-
servado muy bien durante la evolucion, y B) Aqui
existenunas 15 proteinas, noATP-asas, pocorelacio-
nadas estructuralmente entre si.""**. Entre sus [un-
ciones destacan la de hacer depender la proteolisis
del ATP, lade reconocer selectivamente a las protei-
nas poliubiquitinadas y la retirar / o desensamblar la
cadena de poliubiquitina del sustrato de la proteina.
EI PA700 purificado funciona como una ATPasa.
Practicamente carecemos de informacion sobre la
forma en que la actividad de dicha ATPasa se une a
la funcion del proteasoma 26S. El proteasoma 265
estacompuesto de dos subcomplejos: un subcomplejo
de coproteasas, el 20S proteasoma y un mddulo
regulador, el activador del protesoma 700 (PA700).
también conocido como 19S cap o regulador de la
ATPasa.

Para que la proteolisis se pueda llevar a cabo por el
proteasoma 268, es condicion indispensable la exis-
tencia de una sefal de degradacion en la proteina
objeto de la proteolisis. Para ello, es necesario el
concurso de la ubiquitina, que es un polipéptido de
8,6 kDa, muy conservado, que se une covalentemente
a las proteinas a sefalizar, mediante un sistema
multienzimatico de tres proteinas: EI (activacion de
ubiquitina), E2 (conjugacion de ubiquitina) y E3
(union de ubiquitina). La ubiquitinizacion consiste
en la repeticion de una reaccion en cascada E1->12-
>E3. El proceso de ubiquitinizacion se halla dotado
de cierta reversibilidad y se han encontrado diversas
enzimas con actividad desubiquitinasa La union en-
tre la ubiquitina y la proteina elegida se lleva a cabo

a través de un enlace isopeptidico, lo que da lugar a
una proteina de estructura ramificada **'. En el con-
trol de este proceso intervienen las tres familias de
enzimas: E1, E2 y E3. La ubiquitina es una proteina
de 8.500 daltons dotada de multiples funciones celu-
lares. pero la que nos interesa aqui es la de marcar o
sefialar a las proteinas que deben ser degradadas por
el proteasoma.

El sistema ubiquitinacion /desubiquitinacién, ade-
mas de poseer otras funciones. trabaja como marca-
dor especifico y lector de pruebas de los sustratos
degradados por el proteasoma 26S. Después de ser
marcados los sustratos porla ubiquitina, el proteasoma
26S los reconoce v a continuacion los degrada hasta
convertirlos en péptidos. Debe recordarse que el
protecasoma 208 posce la capacidad de reconocer y
degradar otras proteinas que no han sufrido la accion
de la ubiquitina, lo que demuestra la existencia de
multiples vias en las que intervienen la ubiquitina o
el proteasoma. Debido a cllo, pueden interferir o
cooperar con otros mecanismos proteoliticos . El
PA28. con formade anillo, es otro complejo proteico
activador alternativo al PA700, del proteasoma 20S.
al que también se puede incorporar en sus extremos.

EIPA28 se compone de dos proteinas homologas, la
PA28ad v la PA28Db0, que se disponen en forma de
complejo heterohexamérico PA28 (a0bd)3. El papel
de PA28 es incrementar las multiples actividades
peptidasas del proteasoma 208, pero sin afectar a la
destruccion de sustratos proteicos grandes, aunque
estos se encuentren ubiquitinados . Ademas del
PA700y PA28 existen otras proteinas que regulan la
actividad del proteasoma 20S como, ¢l PI31, la
HSP90 y la proteina bo-amiloide 110,

1.4. Aspectos biologicos

El protesoma 268 es el (inico complejo de proteasas
capaz de degradar las proteinas ubiquitinadas. El
proteasoma desempena varias funciones distintas.
Unade ellas consiste en realizar el control de algunos
aspectos del ciclo de las células, lo que lleva a cabo
con lacolaboracion de ciertas enzimas proteoliticas.
También interviene en la respuesta al estrés. retiran-
do las proteinas anémalas originadas por él, y en el
sistema inmunitario generando antigenos peptidicos
@9 Prevenir la acumulacion de las proteinas oxida-
das en las células, constituye una de las funciones
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mis importantes del mecanismo proteolitico de los
mamiferos, labor encomendada al proteasoma ",

El proteasoma es un mecanismo defensivo comple-
mentario de rango inferior a lasenzimas antioxidantes.
contra la actuacion de los radicales libres, y cuya
accion consiste en degradar las proteinas desnatura-
lizadas incapaces de recuperarse tras el ataque mode-
rado de losradicaleslibres?". Portanto, el proteasoma
26S es el Gnico complejo de proteasas capaz de
degradar las proteinas ubiquitinadas, aunque su fun-
cionno es demasiado satisfactoria. El aumento de los
grupos carbonilos de las proteinas de las células
envejecidas son un indicio de la existencia de una
accion oxidativa sobre dichas biomoléculas, lo que
deberiaprovocarun incremento en sudegradabilidad.
Lo dicho puede interpretarse de diversas maneras:
aumento de la oxidacion, disminucion de los factores
protectores contra la oxidacion, disminucion de la
proteolisis, o una combinacion de los factores ante-
riores.

Davies “* ha estudiado la relacion entre el estrés
oxidativo (EO) y el proteasoma en diferentes condi-
ciones. EIEO ligero inactivarapidamente, aunque de
forma reversible, el proteasoma 26S y el sistema
activacion/conjugacion de la ubiquitina. pero la por-
cionbasicade proteasoma 208S. (El proteasoma «core»
20S) no se ve afectado por cste hecho. Segtn este
autor, en las células eucariotas, cuando el EO es
ligero, el proteasoma 20S es capaz de reconocer y
degradar las proteinas oxidadas en el citosol. en el
ntcleoy enel reticulo endoplasmico, después de que
el 26S ha sido inactivado. Un hecho muy interesante
es que el proteasoma 20S es capaz de degradar las
proteinas modificadas por la oxidacion, sin que en
ello intervengan el ATP ni la ubiquitina Por lo tanto,
este mecanismo es el utilizado porel proteasoma para
eliminar las proteinas celulares alteradas, y de este
modo atenuar la citotoxicidad producida porel estrés
oxidativo.

Siel EO es intenso, la oxidacion de las proteinas es
mucho mayor, lo que da lugar a la aparicion de
fragmentos y de agregados de proteinas, los cuales se
hacen progresivamente resistentes a la digestion
proteolitica y se unen al proteasoma 20S, producien-
do su inhibicion irreversible %, Los estudios mds
modernos sugieren que, la viaubiquitina proteasoma
es el mecanismo mas importante involucrado en la

degradacionde las proteinas. Enel sistemamuscular,
la degradacion de las proteinas se ve influida por
numerosos factores como las hormonas, el estado
nutricional, las lesiones, las infecciones, los progra-
mas de desarrollo y diferenciacion y las actividades
mecdnicas (estiramiento y contraccion). Los efectos
descritos se llevan a cabo a través de la via ubiquitina
proteasoma®?.

La regulacion la via ubiquitina-proteasoma puede
estar producida por modificaciones cualitativas y
cuantitativas en los componentes de las proteinas y
poralteraciones cuantitativas en su contenido celular
140, Parece claro que, el proteasomaejerce un efecto
favorable en la lucha contra el EO. Asi. cuando la
produccion de los agentes oxidantes se lleva a cabo
en ¢l tejido cerebral, después de haber sufrido un
proceso isquémico, el proteasoma defiende a las
neuronas contra ¢l EO, degradando a las proteinas
desnaturalizadas™®. Segun Ding v sus colaboradores
(19 las HSPs, o proteinas de shock térmico, pueden
preservar la funcion del proteasoma y por lo tanto
atenuar los efectos citotoxicos del EO.

Por otra parte, parece ser que la inhibicion del
proteasoma estimula la formacion de las HSPs y
especialmente de la HSP90 ®1%), lo que segtin Bush
(7) se lleva a cabo a través de la activacion de un
factor del shock térmico HSF2. EI HSF2 inhibe al
proteosoma, lo que estimula la produccion de HSP y
aporta a las células un nuevo mecanismo que regula
el gen del shock térmico, con el fin de responder
adecuadamente a lasmodificacionesoriginadasenel

sistema encargado de la degradacion de las proteinas
(29)

2.- ENVEJECIMIENTO Y
PROTEASOMA

El envejecimiento afectaa la oxidacion de las protei-
nasyasus mecanismos degradativos, en especial a la
funcionalidad del proteasoma. El envejecimiento se
ha asociado con un incremento de proteinas
ubiquitinizadas y con el aumento de las actividades
de las enzimas E1 y E2, pero también, simultanea-
mente, con la disminucion global del catabolismo
proteico™. El incremento en proteinas anormales
observado en el envejecimiento puede serdebidoaun
aumento del daiio oxidativo producido por los radi-
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caleslibres,alapérdidadelaactividad del proteasoma,
oala combinacion de ambos %%, La segunda opcion

ha sido demostrada por diversos autores
(38).(39).(40).(27) (12)

En opinion de Davies "%, estos hechos serian los
causantes delenvejecimiento y de ciertasenfermeda-
des degenerativas. Un caso interesante es el expuesto
por Gaczynska y sus asociados . Segun ellos, el
aumento de la longevidad observado en los animales
mediante la utilizacion de la dieta hipocaldrica, se
produce por lamodulacidin ejercida sobre las altera-
ciones del proteasoma.

[n las ratas con cataratas hereditarias se ha encontra-
do un incremento en la proteolisis de algunas protei-
nas del cristalino. Ello se harelacionado con el hecho
de que en la senectud aumenta el calcio intracelular
y ésto conduciria a una activacion del sistema de las
calpainas *1). Sin embargo, algunos autores ponen
en duda que la inactividad del proteasoma sea la
causa de la acumulacion de las proteinas dafadas.
Para Shibatani y su grupo “”, al menos en las ratas,
la edad no afecta negativamente a los niveles celula-
res del proteasoma en el tejido hepatico, ni tampoco
asuactividad caseinolitica. Por lo que segin ellos, lo
mas verosimil es pensar que la accidn achacada al
enzima sobre el envejecimiento sea debida a modifi-
caciones en la composicion de sus subunidades. ¥/,

El envejecimiento puede ser considerado como un
proceso enel que la proliferacion celular se mantiene
hasta alcanzar un determinado nimero de divisiones
(limite de Hyflick), o hasta que se produce la
senescenciaen lascélulasindivisibles. Segin Friguet
v sus asociados "9, en los fibroblastos humanos
senescentes MRC-5 las proteinas oxidadas se acu-
mulan y no son eliminadas con lamisma rapidez que
en las células jovenes. En los fibroblastos humanos
proliferativos, a medida que aumentan las divisiones
celularesdisminuye en éstas la capacidad para degra-
dar las proteinas danadas por el estrés oxidativo, lo
que produce surapida acumulacion enlascélulas con
eran actividad proliferativa.

Enlos primeros momentos, dicha acumulacionorigi-
na una discreta inhibicion de la actividad del
proteasoma, pero en los estados méas avanzados de la
duplicacion celular, el grado de inactividad del
proteasoma aumenta considerablemente, lo que per-

mite a las proteinas degeneradas almacenarse a ma-
yor velocidad. Para compensar este defecto, los
lisosomas entran en funcion. pero la pérdida de la
actividad de la catepsina no permite remediar la
situaciont?,

En otros estudios realizados in vitro sobre los
fibroblastos BJ humanos proliferativos y no
proliferativos senescentes, algunos autores dicen
haber observado una buena correlacion entre la acu-
mulacion de proteinas oxidadas v el declive de la
actividad del proteasoma en todas las fases del re-
cambio proteinico celular %,

En las ratas LOU el envejecimiento disminuye la
cantidad y la actividad del proteasoma. Para Bardad-
Gorce ™ estos hechos demuestran que el proteasoma
es parcialmente responsable de la atrofia muscular
observada en las ratas viejas.

3.- EJERCICIO Y PROTEASOMA

Por desgracia, en el momento actual, practicamente
los trabajos publicados sobre este tema son
inexistentes, a pesar de ser bien conocidos los exce-
lentes efectos que la actividad fisica produce en la
atrofia muscular asociada al envejecimiento, en la
que comoes sabido, laaccion del proteasoma desem-
pefia un importante cometido .

Radak y sus colaboradores " han estudiado en las
ratas el efecto del ejercicio de moderada intensidad
(natacién) sobre la actividad del proteasoma en el
musculo, la cual aumenta, tanto en los animales

jovenes como en los viejos, lo que a su juicio signi-

fica que la respuesta adaptativa contra el estrés
oxidativo inducida por el ejercicio moderado consti-
tuve un beneficio del mismo También existen otras
evidencias indirectas obtenidas en modelos de ejer-
cicio. En ellos se observa que el esfuerzo fisico
produce un incremento en la actividad de la calpaina
muscular 3,

RESUMEN

En el estado estabilizado del organismo la sintesis y
la degradacion de las proteinas se hallan equilibra-
das. Pero cuando por cualquier causa las proteinas
celulares se someten a la accion de un agente mas o
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menos cercano, tanto su estructura como su funcion
o concentracion pueden verse perturbadas. En este
caso, la degradacion o proteolisis no ejerce una
actividad negativa, sino mds bien la contraria, ya que
al suprimir las proteinas afectadas impide que su
acumulacion afecte a la propia funcion de la célula.
A pesar de que no poseemos una informacion com-
pleta de los mecanismos que intervienen en el

catabolismo de las proteinas intracelulares, en este
trabajo se trata de explicar las tres vias mas importan-
tes involucradas en el mismo: La via lisosomal, el
sistemacalpainay laubiquitina-proteasoma. El estrés,
la accion de los radicales libres de oxigeno y el
envejecimiento constituyen tres aspectos en los que
ladegradacion de las proteinas desempefia un impor-
tante cometido.
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