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Abstract 

 
El proyecto se basa en la existencia de un solapamiento de los sistemas de 

señalización inmune y metabólico a través del sistema ubiquitina-proteasoma (SUP) y 

en evidencias que señalan la susceptibilidad del SUP a oxidantes y electrófilos. El 

proteasoma 26S se compone de una partícula central catalítica 20S y una reguladora 

19S con actividad de ATPasa y deubiquitinasa. La hipótesis es que los electrófilos 

pueden modular la actividad dependiente de ATP del proteasoma 26S actuando 

directamente sobre las partículas reguladoras. El proyecto se compone de dos grandes 

actividades, el estudio de la purificación de proteasomas a partir de eritrocitos 

humanos y el análisis de su regulación por electrófilos en presencia de distintas 

concentraciones de ATP. Se implementó una purificación parcial de proteasomas, se 

caracterizó la muestra mediante ensayos de actividad con sustratos e inhibidores 

específicos, así como mediante geles de poliacrilamida y espectrometría de masa. Se 

estudió la dependencia de la actividad tipo quimotripsina en función de la 

concentración de la muestra enriquecida en proteasomas, de electrófilos y de ATP. Se 

obtuvieron evidencias fuertes de la presencia y función de proteasomas 26S en la 

muestra y sugerencias acerca de la formación de complejos proteasomales mixtos 26S 

con Valosin-Containing Protein (VCP). Los resultados indican que la actividad del 

proteasoma es regulable por los electrófilos ensayados, con IC50 que dependerían de 

la concentración de ATP. Se concluye que los electrófilos ensayados son capaces de 

modular la actividad tipo quimotripsina del proteasoma 20S y 26S. Aún no sabemos 

si el modo de acción de estos electrófilos depende de la inhibición directa de la 

partícula reguladora o al core catalítico mientras está unida la partícula reguladora y 

las compuertas que controlan la actividad del complejo están abiertas. 
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Estudio de la purificación de proteasomas humanos y de su 

modulación por electrófilos 
 

1. Introducción  
 

1.1. Proteostasis y rol de los proteasomas 

 

La proteostasis (homeostasis de proteínas) se mantiene gracias a una variedad de 

mecanismos, incluyendo el control de calidad y la degradación programada. Las 

funciones de las proteínas son cruciales para los organismos vivos; algunos ejemplos 

de funciones de las proteínas son el movimiento, transporte, señalización, fusión de 

membrana, protección celular, regulación y catálisis
(1)

. La función de cada proteína 

está determinada por su estructura tridimensional adquirida al final de la síntesis, y 

esta estructura y función deben mantenerse o alterarse en forma apropiada durante la 

vida de cada proteína. El proceso de plegamiento de proteínas para alcanzar la 

estructura tridimensional nativa es energéticamente demandante porque utiliza una 

gran red de chaperonas dependientes de ATP. A pesar de la inversión energética y la 

ayuda de las chaperonas moleculares, ocurren errores en el plegamiento en hasta un 

30% de las instancias
(2)

; además, las funciones de las proteínas requieren cierta 

flexibilidad conformacional que implica una dosis variable de estabilidad estructural. 

Esto agregado a mutaciones, calor, radicales de oxígeno, iones de metales pesados y 

otros tipos de estrés que pueden interferir con el correcto plegamiento de las 

proteínas, incluso en proteínas ya plegadas, tiene como resultado la continua 

generación de proteínas funcionalmente defectuosas y la posible agregación de 

proteínas
(3)

. Proteínas que normalmente no interaccionan, tienden a formar agregados 

si se encuentran mal plegadas u oxidadas. En muchos casos estos agregados son 

procesados por autofagia acumulándose el material en lisosomas, pero si esto no 

ocurre, dependiendo de la localización de los agregados, pueden aparecer varios 

desórdenes
(4)

. En humanos puede derivar en enfermedades como las de Alzhéimer, 

Parkinson y Huntington, así como en diabetes tipo 2
(3)

 y enfermedades 

cardiovasculares como la aterosclerosis
(4)

. Además se cree que la acumulación de 

agregados está conectada al envejecimiento y al cáncer
(3)

. Para minimizar el riesgo 

celular asociado al mal plegamiento y desplegamiento de proteínas existen 

mecanismos de control de calidad asociados a cada compartimiento subcelular. Los 

mecanismos centrales de control son la supervisión constante de parte de las 

chaperonas moleculares y dos mecanismos de degradación de proteínas: el sistema 

ubiquitina-proteasoma (SUP) y una proteólisis vacuolar impulsada por autofagia
(3)

.  

 

En eucariotas y en algunas bacterias, los proteasomas tienen un rol fundamental de 

regulación de procesos biológicos por degradación parcial o total de proteínas. Ciertas 

proteínas que dirigen procesos centrales para las células, tejidos y organismos, como 

la regulación del ciclo celular y la regulación de la transcripción, son reguladas por 

degradación parcial o completa. Por ejemplo, la activación del factor NF-kB (ñnuclear 

factor kappa enhancer binding proteinò) se regula por el sistema ubiquitina-

proteasoma en varias etapas; una de ellas implica la degradación del inhibidor IkB 

(ñInhibitor of kBò) y otra etapa involucra la degradación parcial de los precursores de 

NF-kB, p105 y p100, para dar sus formas maduras
(5)

. Estas proteínas tienen 

características estructurales particulares que les permiten ser reconocidas en el 

contexto del complejo interior celular.  
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1.2. Definiciones 

 

1.2.1. Sistema ubiquitina-proteasoma 

 

El sistema ubiquitina-proteasoma está dedicado a la degradación y renovación de 

proteínas y es altamente regulado. A través de la acción en concierto de una serie de 

enzimas, las proteínas son marcadas para la degradación proteasomal mediante la 

unión al cofactor polipeptídico ubiquitina. El SUP participa en un amplio rango de 

funciones biológicas como la presentación de antígenos, la regulación de la 

transcripción, el ciclo celular y la activación de NF-kB
(6)

.  

 

El Sistema de ubiquitina-proteasoma lleva a cabo la degradación selectiva de muchas 

proteínas en las células eucariotas. En esta vía las proteínas son marcadas para su 

degradación mediante la unión covalente a la proteína ubiquitina y luego son 

degradadas en el proteasoma 26S (Fig. 1). La ubiquitina es una pequeña proteína 

altamente conservada de 76 residuos aminoacídicos codificada por cuatro genes 

diferentes: los genes RPS27S y UBA52, que codifican para copias de ubiquitina que 

se acoplan a proteínas del ribosoma para su traducción, y los genes UBB y UBC, que 

codifican para proteínas precursoras de poliubiquitina
(7)

. La vía de ubiquitinación 

juega un rol central en la regulación de procesos celulares esenciales, como el ciclo 

celular, procesamiento de antígenos, la transcripción y transducción de señales
(8)

. 

 

 

 

Figura 1. La vía de degradación ubiquitina-proteasoma. Ubiquitina en verde, sustrato en rosado. 

Extraído de Ref. 9
(9)

.  

 

En el proceso llamado ubiquitinación (o ubiquitilación), la ubiquitina se une a los 

sustratos proteicos mediante la acción coordinada de tres especies enzimáticas: 

enzimas de activación de ubiquitina (E1) que forman un enlace tioéster con el grupo 

carboxilo libre de la glicina C-terminal de ubiquitina y el grupo tiol de la cisteína del 

sitio activo de la enzima mediante la hidrólisis de ATP. Luego se transfiere la 

molécula de ubiquitina a una cisteína del sitio activo de una enzima conjugadora de 

ubiquitina (E2), donde, con ayuda de ligasas de ubiquitina (E3), la glicina C-terminal 

de la ubiquitina es unida a los grupos amino libres de cadenas laterales de lisina de la 

proteína (sustrato) para generar un enlace isopeptídico
(3, 10)

. E3 tiene dos mecanismos 

de acción: en uno, la enzima es ubiquitinada y luego transfiere la ubiquitina al aceptor 

final; en el otro, solamente facilita la transferencia de la ubiquitina desde E2 al 

sustrato, sin ubiquitinarse. La poliubiquitinación se realiza mediante la unión de los 

residuos de glicina de una molécula de ubiquitina a una lisina de otra molécula de 

ubiquitina conjugada a un sustrato. La ubiquitina tiene siete residuos de lisina, 

permitiendo la formación de siete tipos de enlaces distintos: K6, K11, K27, K29, K33, 
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K48 y K63 (Fig. 2). Además, puede formar enlaces con el grupo amino de la 

metionina M1, dando un total de 8 tipos de enlaces
(11)

. Los distintos tipos de enlace 

cumplen diferentes funciones fisiológicas. El enlace en K48 por ejemplo, marca 

proteínas para su degradación vía proteasoma
(12)

 mediante la formación de cadenas de 

poliubiquitina
(3)

. Estudios recientes demostraron que otros tipos de patrones de 

ubiquitinación también promueven la degradación eficiente del sustrato
(13)

. Las 

cadenas de poliubiquitina actúan como señal promoviendo el reconocimiento de la 

proteína sustrato por el proteasoma 26S
(8)

, un fenómeno en el que es crítico el rol de 

su partícula reguladora 19S
(14)

. Recientemente se descubrió que incluso la 

monoubiquitinación puede representar una señal de degradación
(15)

. 

 

 

 

Figura 2. Ubiquitina y sus residuos de lisina. La estructura de la ubiquitina (verde, código PDB 

1UBQ) revela que sus siete residuos de lisina (rojo, con átomos de nitrógeno en azul) residen en 

distintas superficies de la molécula. Met1 (con un átomo de sulfuro verde) es el punto de enlace en 

cadenas lineales. El porcentaje en rojo refiere a la abundancia relativa del enlace en S. cerevisiae. Se 

indican los roles (tentativos) de cada enlace en particular. Extraído de Ref. 16
(16)

. 

 

La ubiquitinación es una modificación post-traduccional reversible. Las principales 

enzimas que realizan la reversión de la ubiquitinación se denominan deubiquitinasas 

(DUBs). Actualmente se considera que existen aproximadamente 100 DUBs 

codificadas en el genoma humano, clasificadas en distintas familias. Las DUBs 

pueden remover cadenas de ubiquitina llevando a la estabilización de proteínas o 

revirtiendo la señal de degradación. Incluso cuando ocurre la degradación, la acción 

deubiquitinasa de las DUBs asociadas al proteasoma es necesaria para el reciclado de 

la ubiquitina y su homeostasis. La actividad isopeptidasa de las DUBs es altamente 

específica en la mayoría de los casos, caracterizada por una regulación de varios 

niveles para distinguir entre las distintas moléculas tipo ubiquitina, distintos sitios de 

anclaje de ubiquitina en el sustrato y distintos arreglos tridimensionales de 

poliubiquitinación
(4)

. 
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1.2.2. Proteasomas 

 

Los proteasomas son grandes partículas multiméricas con actividad proteolítica 

autocompartimentalizada, con un rol crucial en la eliminación de proteínas mal 

plegadas, en corte de proteínas reguladoras, procesamiento de proteínas mediante 

proteólisis parcial, control del recambio programado de proteínas y preparación de 

péptidos para la presentación en procesos inmunes
(17)

. Los proteasomas constituyen 

una clase separada de enzimas (número de clasificación de enzimas EC 3.4.25.1) que 

catalizan la hidrólisis de enlaces peptídicos usando treoninas amino terminales como 

residuos catalíticos.  

 

1.2.3. Proteasoma 26S  

 

El proteasoma 26S es un gran complejo proteico de 2.4 MDa localizado tanto en el 

citoplasma como en el núcleo
(18)

. Es el encargado de ejecutar la degradación de las 

proteínas marcadas mediante ubiquitinación. Primero se da el reconocimiento de la 

proteína blanco y luego las cadenas de ubiquitina son clivadas por las DUBs 

intrínsecas y asociadas al proteasoma, ya sea para liberar la proteína blanco y 

protegerla de su degradación o translocarla al interior proteolítico para ser digerida a 

pequeños péptidos que pueden ser presentados en la superficie celular con funciones 

inmunológicas, o degradada completamente a aminoácidos mediante distintas 

aminopeptidasas
(4)

. El proteasoma 26s está conformado por dos subcomplejos; el 

ñcoreò proteol²tico 20S y la part²cula reguladora 19S (Fig. 3). Mediante 

criomicroscopía electrónica y cristalografía de rayos-X se observa un 20S formado 

por 4 anillos constituyendo un cilindro con un canal estrecho en el centro. Los anillos 

centrales est§n formados por 7 subunidades ɓ1-7 y los anillos terminales por 7 

subunidades Ŭ1-7. Las proteínas son hidrolizadas dentro del cilindro por sitios 

proteol²ticos localizados en las subunidades ɓ
(19, 20)

 incluyendo seis subunidades 

catalíticas en total; dos ɓ1, dos ɓ2 y dos ɓ5
(21)

 con actividades tipo caspasa (clivan 

péptidos después de residuos ácidos), tipo tripsina (residuos básicos) y tipo 

quimotripsina (residuos hidrofóbicos) respectivamente
(13, 22)

. La actividad catalítica de 

las subunidades ɓ se asocia al residuo de treonina N-terminal (Thr1) que actúa como 

nucleófilo durante la hidrólisis
(4)

.  

La partícula 19S es un complejo de ~1 MDa que se adhiere a uno o ambos lados del 

core 20S formando el proteasoma 26S. Por criomicroscopía electrónica se advierte 

que esta partícula exhibe una conformación asimétrica con semejanza a una cuña 

abierta. Al mismo tiempo, la partícula reguladora puede disociarse en dos 

subcomplejos; la base y la tapa
(23)

 (Fig. 3). La base de la partícula reguladora 

comprende 6 ATPasas (Rpt1-6), Rpn1, Rpn2, y a los dos receptores de ubiquitina 

Rpn10 y Rpn13
(24)

. La tapa incluye a las subunidades Rpn3, Rpn4, Rpn5, Rpn6, 

Rpn7, Rpn8, Rpn9, Rpn11, Rpn12
(23)

, de las cuales Rpn11 (PSMD14 de Homo 

sapiens) es la única subunidad con actividad DUB intrínseca, específicamente 

actividad catalítica metaloproteasa
(24)

, y está situada cerca del canal de entrada del 

sustrato formado por el anillo de ATPasas, sugiriendo la utilidad de su actividad DUB 

para la degradación de proteínas ubiquitinadas. Rpn6 parece tener contacto tanto con 

la base como con el anillo de subunidades Ŭ, insinuando su posible rol en la 

regulación del ensamblado de la base y la tapa del 19S
(22)

.  
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Figura 3. Subcomplejos del proteasoma 26S. La partícula 19S unida a cualquiera de los extremos del 

proteasoma 20S promueve la actividad hidrolítica del proteasoma 20S y establece la degradación ATP-

dependiente de proteínas ubiquitinadas. La base de la partícula 19S permite elevada actividad peptidasa 

pero no la degradación de proteínas ubiquitinadas. Se aisló un complejo formado por la base de la 

partícula reguladora y el proteasoma 20S, pero no se conoce su función específica. Para simplificar el 

esquema, no se muestra el complejo formado por el 20S y dos 19S. Extraído de Ref. 14
(14)

. 

 

Los sitios proteolíticos del proteasoma están encerrados dentro de una cámara interna; 

consecuentemente, las proteínas celulares tienen acceso restringido a la cavidad 

proteolítica, minimizando la proteólisis inespecífica. La estructura de cristal muestra 

la cámara hidrolítica cerrada al ambiente; sin embargo, se forma un canal (de 

aproximadamente 13 Å
(25)

) de entrada del sustrato, posicionado en los extremos de la 

estructura de barril del proteasoma 20S (Fig. 4A). La partícula 20S libre se encuentra 

preferentemente con el canal cerrado, ocupado por las colas N-terminales de las 

subunidades Ŭ. La uni·n de la part²cula reguladora 19S sobre el canal de entrada 

revierte la autoinhibición del proteasoma 20S
(13, 23)

. El canal es estrecho, asegurando 

que proteínas correctamente plegadas no sean degradadas. Los sustratos son 

desplegados por el anillo de ATPasas de la base de la partícula 19S, de forma 

dependiente de ATP, y se da la translocación al canal de la partícula 20S. Esto se 

refleja en el posicionamiento del anillo ATPasa adyacente al canal del 20S
(13)

 (Fig. 

4B). La unión del ATP es necesaria y suficiente para el ensamblado y activación del 

proteasoma. Sin embargo, para la degradación de proteínas ubiquitinadas, tanto 
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plegadas como desplegadas, es necesaria la hidrólisis de ATP. En cambio, las 

proteínas naturalmente poco estructuradas y sin cadenas de ubiquitina no precisan de 

la hidrólisis de ATP para su degradación. Por otra parte, se demostró que la hidrólisis 

del ATP no interviene en la deubiquitinación de las proteínas no degradables por el 

proteasoma, que se liberan al ser deubiquitinadas por las DUBs asociadas Uch37 y 

Usp14
(25)

. 

 

 

Figura 4. La entrada del sustrato a la partícula 20S. A. Vista superior de los anillos Ŭ i) cerrados y 

ii) abiertos. Se muestran con círculos los sitios donde partículas reguladoras (incluyendo al 19S) se 

pueden acoplar. B. Diagrama de la superficie del anillo Ŭ de la partícula 20S (gris) con el anillo 

ATPasa del 19S (amarillo) indicando los bucles del poro (rojo) y el canal de entrada del sustrato 

contiguo. Extraído de Ref. 13
(13)

. 

 

Las proteínas poliubiquitinadas pueden unirse al complejo 19S, sugiriendo que está 

implicado en mediar la degradación de proteínas ubiquitinadas
(23)

. La etapa inicial del 

reconocimiento del sustrato comienza con receptores de ubiquitina, intrínsecos 

(Rpn13 y Rpn10) y otros receptores que se unen reversiblemente al proteasoma 

usando un dominio tipo-ubiquitina reconocido por Rpn1 y los sitios de unión a 

ubiquitina de Rpn13 y Rpn10. Una vez reconocido el sustrato, las DUBs y el anillo de 

ATPasas actúan coordinadamente para prepararlo para la translocación al interior 

catalítico del 20S (Fig. 5).  

 

Figura 5. Modelo esquemático del clivado del enlace isopeptídico en el 26S. En rojo se muestra el 

sustrato plegado (esferas) y desplegado (líneas). Los sustratos poli-Ub son reconocidos por Rpn13 y 

Rpn10 (amarillo). Rpn11 (violeta, en conjunto con Rpn8) alcanza al enlace isopeptídico cuando el 

sustrato está parcialmente desplegado. Los círculos discontinuos representan los sitios de unión de Ub 

(blanco) y el sitio activo (negro) de Rpn11. Extraído de Ref. 26
(26)

. 

A B 
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Rpn11 es una subunidad con actividad deubiquitinasa intrínseca del proteasoma 

dependiente de la unión e hidrólisis de ATP por parte del anillo ATPasa de la 

partícula 19S
(13, 27)

. Además, el proteasoma cuenta con dos DUBs asociadas, Usp14 y 

Uch37. Se cree que estas DUBs sirven para controlar los niveles de ubiquitina de la 

célula (reciclado de ubiquitina) y para el correcto reconocimiento del sustrato
(28)

, 

posiblemente promoviendo la liberación de sustratos, a diferencia de Rpn11 que 

promueve la degradación.  Generalmente se asocia la diferencia entre el fomento de la 

degradación o de la liberación de un sustrato a la presencia o ausencia de ATP, 

respectivamente (Fig. 6). Las distintas DUBs reconocen diferentes tipos de enlaces de 

las cadenas de ubiquitina
(29)

. 

 

A medida que entra el sustrato desplegado es escindido por las subunidades catalíticas 

y se sugiere que los péptidos generados por el proteasoma abandonan la partícula a 

través del mismo canal que el sustrato usó para la entrada
(30)

. 

 

 
Figura 6. Enzimas deubiquitinasas del proteasoma. Todas se encuentran en la partícula 19S o 

interaccionando con ella. Rpn11 corta en la base de la cadena de ubiquitina para liberar la cadena 

entera; esto se acopla a la entrada del sustrato hacia el sitio catalítico del proteasoma 20S para ser 

degradado. En cambio, la acción de Usp14 y Uch37 puede promover la liberación del sustrato. 

Extraído de Ref. 29
(29)

. 

 

1.2.4. Proteasoma 20S 

 

El proteasoma 20S (core proteolítico), es un complejo enzimático de 700 kDa 

compuesto por 7 subunidades a distintas y 7 subunidades b distintas ordenadas y 

apiladas en forma de barril de cuatro anillos heptaméricos (Fig. 3)
(31)

. Además de los 

importantes roles de reconocimiento, desplegado y translocación de sustrato, la 
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partícula reguladora abre el canal de entrada a la partícula 20S
(31)

. Varios ensayos in 

vitro han demostrado la activación de la partícula 20S aislada, aparentemente 

mediante la apertura de la compuerta del canal. Sin embargo puede prevenirse la 

activación en presencia de concentraciones celulares normales de iones K
+
, sugiriendo 

que este ion estabiliza el estado cerrado de la partícula 20S aislada in vivo (Fig. 7)
(30)

.  

 

Se ha reportado la producción de péptidos de 2-3 residuos por parte del proteasoma 

20S con el canal cerrado, indicando que no hay bloqueo intrínseco de los sitios 

proteolíticos y sugiriendo que la activación se debe solamente a la apertura de la 

compuerta
(32)

.  

 

Se ha descrito el rol del 20S en forma libre en respuesta a estrés oxidativo, donde los 

parches hidrofóbicos expuestos en la superficie de proteínas oxidadas parecen ser 

sitios de reconocimiento y unión para el core 20S
(33)

. 

 

 
Figura 7. Modelo de la regulación de la inhibición del proteasoma 20S. La forma precursora ñmitad 

inactivaò (inactive half-CP) se encuentra inhibida por propéptidos N-terminales de las subunidades 

catalíticas b (representados en rojo) que directamente bloquean los sitios activos. Cuando se unen las 

dos formas precursoras y forman una cámara cerrada se degradan los propéptidos de forma 

autocatalítica, y las colas N-terminales de las subunidades a mantienen la compuerta de entrada 

cerrada (latent CP). Mediante la unión de la partícula reguladora se revierte la inhibición de las colas de 

las subunidades a lo que abre la compuerta hacia el canal. CP: ñCore Particleò; RP: ñRegulatory 

Particleò. Extraído de Ref. 34
(34)

. 

 

1.2.5. Inmunoproteasoma 

 

El inmunoproteasoma es un tipo especial de proteasoma expresado principalmente en 

células hematopoyéticas. Durante la inflamación, se induce la formación del 

inmunoproteasoma por interferón (IFNg) o factor de necrosis tumoral (TNFa)
(35)

, 

provocando el reemplazo de las subunidades ɓ1, ɓ2 y ɓ5 del proteasoma 20S por las 

ñinmunosubunidadesò ɓ1i, ɓ2i y ɓ5i (los genes  de las inmunosubunidades ɓ1i, ɓ2i y ɓ5i, 
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Lmp2, MECL-1 y Lmp7 respectivamente, se encuentran en regiones del genoma 

sensibles a citoquinas
(22)

) (Fig. 8A). Recientemente se demostró que este reemplazo 

de las subunidades catalíticas resulta solamente en un efecto cuantitativo, sin 

diferencias in vitro en los péptidos generados entre el proteasoma estándar y el 

inmunoproteasoma
(21)

, a pesar de que ɓ1i posee actividad tipo quimotripsina, a 

diferencia de su contraparte constitutiva ɓ1 que posee actividad tipo caspasa
(22)

. El 

inmunoproteasoma modula el procesamiento y presentación de antígenos por el 

complejo MHC-I (major histocompatibility complex class I) y el repertorio de células 

T. Además, tiene funciones adicionales en la expansión y supervivencia de células T, 

diferenciación de células T colaboradoras, inflamación, producción de citoquinas 

inflamatorias y en enfermedades autoinmunes
(35)

.  

 

1.2.6. Timoproteasoma 

 

Se ha revelado la existencia de otro proteasoma alternativo tejido-especifico, se trata 

del timoproteasoma. Se identificó un gen homologo a la subunidad ɓ5 que se expresa 

exclusivamente en el timo. El timoproteasoma resulta del reemplazo de las tres 

subunidades catal²ticas ɓ1, ɓ2 y ɓ5 por ɓ1i, ɓ2i y ɓ5t
(36)

 (Fig. 8B). La incorporación de 

la subunidad ɓ5t en el proteasoma resulta en la reducción de la actividad tipo 

quimotripsina del mismo
(22)

. Estudios recientes sugieren que el timoproteasoma está 

involucrado en la selección positiva de las células TCD8
(37)

. 

 

  

 

Figura 8. Formación de inmunoproteasomas y timoproteasomas. A. La exposición a IFNg induce 

la síntesis de las inmunosubunidades que se incorporan en proteasomas recién formados reemplazando 

a las subunidades catalíticas constitutivas. B. En el timo, las subunidades catalíticas son reemplazadas 

por dos inmunosubunidades (ɓ1i y ɓ2i) y ɓ5t. Extraído de Ref. 36
(36)

.   

 

1.2.7. Otros complejos: Degradación proteasomal independiente de ubiquitina 

 

A pesar de que la poliubiquitinación determina la selección de las proteínas blanco, 

existen varias isoformas de proteasomas, con distintas tasas de degradación para 

diferentes proteínas, sugiriendo que hay mecanismos dentro del mismo proteasoma 

que regulan la tasa de degradación de proteínas
(21)

. La degradación de proteínas 

poliubiquitinadas depende de las conformaciones del 20S con una o dos partículas 
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reguladoras 19S asociadas
(13)

  que se unen a las subunidades Ŭ en los extremos del 

20S en presencia de ATP
(38)

. Sin embargo, existen varios factores que pueden 

competir con la partícula reguladora por la unión al core 20S
(13)

, entre ellos 

11S/PA28Ŭɓɔ, Blm10/PA200, y VCP/p97/Cdc48
(39, 40)

.   

PA28Ŭɓ, PA28ɔ y PA200 tienen el mismo sitio de unión al 20S que la partícula 

reguladora (Fig. 9). Se cree que PA28Ŭɓ, PA28ɔ y PA200 no pueden promover la 

translocación de sustrato debido a la falta de actividad ATPasa, sin embargo, esto no 

excluye su posible rol en promover la degradación de algunos sustratos proteicos, 

debido a que la unión de estos factores al core 20S abre la entrada al sitio proteolítico, 

permitiendo el pasaje de proteínas poco estructuradas. Estos activadores no parecen 

reconocer ubiquitina, sugiriendo que pueden proporcionar una vía independiente de 

ubiquitina para la degradación de proteínas en el core 20S
(13)

. Estudios sobre PA28ab 

revelan que este regulador activa diferencialmente la hidrólisis peptídica mediada por 

el core 20S, aumentándola entre 3 y 200 veces
(38)

. PA28ɔ por otra parte, promueve la 

actividad tipo tripsina del core 20S, pero inhibe la actividad tipo quimotripsina
(41)

. 

 

Figura 9. Estructura modular de complejos del proteasoma. La partícula 20S puede unirse a 

diferentes activadores. 19S, PA200 y PA28 ocupan el mismo sitio de unión en la superficie apical del 

20S y abren la entrada al canal interno. Extraído de Ref. 22
(22)

. 

 

Se ha detectado un tipo de proteasoma híbrido conformado por el core 20S unido a 

PA28ab en un extremo y a la partícula reguladora 19S/PA700 en el otro
(42)

. La 

función exacta de este supra-proteasoma no se conoce, pero está implicado en la 

proteólisis para la presentación de antígenos por MHC-I
(4)

.  

 

También se ha demostrado que la unión de sustratos puede regular la actividad del 

proteasoma mediante la unión a sitios reguladores no catalíticos. La unión de sustratos 
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fluorogénicos como suc-LLVY -MNA a sitios reguladores no-catalíticos aumenta la 

actividad de las subunidades catalíticas por apertura de la compuerta. Este efecto 

puede opacarse por otros complejos reguladores con efectos más fuertes como el 

PA28
(21)

. 

 

1.2.8. Conformación del proteasoma 20S-VCP/p97 

 

VCP tiene similitudes con la partícula reguladora, dado que procesa proteínas 

ubiquitinadas y posee actividad ATPasa. Una característica de este complejo es que 

extrae sustratos ubiquitinados de membranas y complejos proteicos, que 

posteriormente pueden o no ser degradados por el proteasoma. Se ha propuesto un 

modelo en el cual VCP secuestra al inhibidor proteasomal PSMF1 promoviendo el 

reensamblado del 26S, sugiriendo que VCP activa al proteasoma contrarrestando el 

efecto inhibidor de PSMF1
(43)

.  

 

La estructura organizacional de VCP es hexamérica en forma de barril con un poro 

central. La hexamerización depende de la unión de ATP a uno de los dominios de 

VCP y la hidrólisis de ATP genera un gran cambio estructural con la fuerza necesaria 

para desensamblar un complejo proteico
(44)

. Se prevé que la degradación de sustratos 

ubiquitinados por el proteasoma depende de la partícula reguladora, sin embargo, una 

idea interesante es que un complejo formado entre VCP y el core 20S podría 

prescindir de la partícula reguladora funcionando como un proteasoma alternativo. A 

pesar de que se identificó un complejo funcional formado por Cdc48 (VCP) y 20S en 

arqueas
(45)

, se precisa evidencia de un complejo funcional en células eucariotas
(13)

.   

 

1.3. Otros tipos de regulación 

 

Además de la regulación mediante la interacción con otros complejos proteicos y  

sustratos, la actividad del proteasoma puede ser modulada mediante modificaciones 

post-traduccionales o mediante la interacción con otras proteínas
(4)

.  

Por ejemplo, la modificación post-traduccional por la O-GLcNAc
2
 (agregado de N-

acetil glucosamina en residuos de treonina o serina mediante un enlace O-glicosídico) 

puede inhibir la actividad proteolítica de proteasomas de mamíferos
(46)

, 

específicamente la modificación de la subunidad Rpt2, sugiriendo que la función del 

proteasoma se encuentra bajo control metabólico
(47)

.  

Una modificación post-traduccional por fosforilación de subunidades específicas 

también puede regular la actividad del proteasoma
(4)

. Se detectaron fosforilaciones en 

subunidades del core y de la partícula reguladora. Una propuesta es que la 

fosforilación participa en el ensamblado del proteasoma 26S. Por otra parte, la 

fosforilación mediante PKA (Protein Kinase A) de la Ser120 de la subunidad ATPasa 

Rpt6 activa al proteasoma
(47)

.  

 

En conjunto, la modificación por N-acetilglucosamina de Rpt2 y la fosforilación de 

Rpt6 están involucrados en la homeostasis de glucosa. Se ha demostrado que en 

estados de inanición se elimina la N-acetilglucosamina de las proteínas (por 

limitación de UDP-GlcNAc), incluyendo a Rpt2. Luego, la PKA aumenta la actividad 

del proteasoma mediante la fosforilación de Rpt6, permitiéndole degradar proteínas 

ubiquitinadas en el músculo, para proveer aminoácidos para la gluconeogénesis. Lo 
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opuesto ocurre en el estado de alimentación normal
(47)

.  

 

Por otra parte, la interacción con la proteína Hsp70 (ñHeat shock protein 70ò) media 

la disociación del proteasoma 26S en proteasomas 20S libres uniéndose a los 

reguladores 19S durante las primeras etapas del estrés oxidativo. Esta acción, además 

de la activación directa del proteasoma 20S por poli(ADP ribosa) en el núcleo y por 

PA28Ŭɓ en el citoplasma, aumenta la capacidad de las células de degradar proteínas 

oxidadas y sobrevivir a los efectos iniciales de la exposición al estrés. Subsecuentes 

pasos de adaptación, como señales para aumentar la transcripción y traducción de 

proteasomas 20S, inmunoproteasomas y PA28Ŭɓ, revierten la necesidad de la 

disociación del proteasoma 26S, Hsp70 libera a las partículas 19S y se reconstituyen 

los proteasomas 26S restaurando la proteólisis estimulada por ATP. La degradación 

de proteínas ubiquitinadas dependiente del 26S es esencial para la adaptación exitosa 

al estrés
(48)

.  

 

1.4. Biogénesis 

 

1.4.1. Biogénesis de la partícula 20S 

 

El ensamblado del proteasoma 20S comienza con la formación de anillos compuestos 

de las siete subunidades a
(49)

. En células eucariotas se precisan de chaperonas 

moleculares heterodiméricas (proteasome-assembly chaperones, PAC). PAC1-PAC2 

y PAC3-PAC4 interaccionan con las subunidades a promoviendo su correcto 

ensamblado y previniendo su dimerización
(50)

. PAC3-PAC4 deja el complejo al unirse 

las subunidades b, sin embargo PAC1-PAC2 se mantiene unido hasta el ensamblado 

completo de la partícula 20S
(51)

.  

 

Los anillos a sirven como plataforma para el ensamblado de las subunidades b1-6, con 

la ayuda de la chaperona UMP1 (ubiquitin-mediated proteolysis 1). Se sugiere que 

UMP1 y b2 son los primeros polipéptidos en asociarse a los anillos a en complejo con 

PACs. UMP1 promueve la formación de complejos precursores de la partícula 20S 

capaces de dimerizarse y madurar
(52)

. La adición de la subunidad b7 coincide con la 

dimerización de los complejos precursores. La dimerización (precursor formado por 

dos anillos a y dos anillos b) promueve el procesamiento N-terminal de los 

propéptidos de las subunidades catalíticas originando la activación de los sitios 

peptidasa. Al dimerizarse dos precursores, UMP1 queda encerrada dentro de la 

partícula, siendo degradada una vez que maduran los sitios activos (Fig. 10)
(49)

. 

 

Las subunidades catalíticas b1, b2 y b5 son sintetizadas como polipéptidos precursores 

con propéptidos N-terminales, que, al escindirse, exponen la Thr1 catalítica dando la 

subunidad b activa. El procesamiento de los propéptidos se da mediante autolisis 

intramolecular del enlace Gly-Thr1 luego de la dimerización de los complejos 

precursores
(53, 54)

. Además de las subunidades catalíticas, b6 también es sintetizada 

con extensión N-terminal, siendo su procesamiento dependiente de la acción de las 

subunidades catalíticas. Se sugiere que las extensiones N-terminales de b5 y b6 

cooperan para darle a UMP1 una conformación o posición compatible con la 

dimerización y/o maduración de los complejos precursores
(49)

. 
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Las subunidades b2 y b7 tienen extensiones C-terminales importantes para el 

ensamblado. La extensión de b2 envuelve a la subunidad b3, asistiendo la 

incorporación de esta subunidad al anillo a. Por lo tanto, esta extensión tiene un rol 

en la direccionalidad y especificidad en los pasos de ensamblado de las subunidades b 

al anillo a. Las extensiones C-terminales de las subunidades b7 establecen 

prominentes conexiones entre las dos mitades precursoras del proteasoma (cada mitad 

precursora siendo un anillo a unido a un anillo b, con UMP1 y PAC1-PAC2) y 

estabilizan a la partícula 20S una vez madura. Además, estabilizan la conformación 

del sitio activo de la subunidad b1
(55)

. El procesamiento de la extensión de b7 depende 

de las subunidades b catalíticas
(49)

. 

 

La unión de activadores como la partícula reguladora 19S favorece la conformación 

que promueve la maduración y estabilización de la partícula 20S
(49)

 (Fig. 11). 

 

 
Figura 10. Modelo esquemático del ensamblado de los precursores de la partícula 20S. UMP1 y 

unidades ɓ1-6 sin procesar se encuentran en los complejos precursores. La dimerización de estos 

precursores es impulsada por la incorporación de ɓ7, y su extensión C-terminal estabiliza al proteasoma 

naciente. Las extensiones N-terminales de las subunidades ɓ imponen cambios conformacionales entre 

sí, promoviendo el procesamiento autocatalítico y la subsecuente degradación de UMP1. CP: ñCore 

Particleò; RP: ñRegulatory Particleò. Extraído de Ref. 49
(49)

.  

 

1.4.2. Biogénesis de la partícula 19S 

 

1.4.2.1. Ensamblado de la base de la partícula reguladora 

 

El mecanismo de ensamblado de la partícula reguladora es poco conocido; se sugiere 

que los subcomplejos, base y tapa, se ensamblan independientemente y luego se unen. 

El ensamblado de la base es facilitado por las chaperonas p28, p27, S5b y Rpn14 en 

mamíferos. Las subunidades de la base forman tres módulos: módulo p28-Rpt3-Rpt6-

Rpn14, módulo p27-Rpt5-Rpt4 y módulo S5b-Rpt1-Rpt2-Rpn1. Estos tres módulos 

se unen para formar un anillo ATPasa heterohexamérico con Rpn1, que luego se une 

con el complejo Rpn2-Rpn13. Las chaperonas de la base definen el orden de 

ensamblado de los módulos y juegan un rol fundamental previniendo la asociación 

prematura de la base a la partícula 20S, uniéndose con el C-terminal de las 

subunidades ATPasa. Las chaperonas se van disociando durante el ensamblado (Fig. 

11)
(56)

. 



 23 

1.4.2.2. Ensamblado de la tapa de la partícula reguladora 

 

Se propone que la iniciación del ensamblado de la tapa comienza con la unión de 

Rpn8 con Rpn11, seguida por la adición de Rpn5 y luego la unión de Rpn9 y Rpn6 

para formar un primer módulo precursor. Este módulo puede unirse a la base, unida a 

su vez a la partícula 20S. Una vez incorporado el módulo 1, sirve como núcleo de la 

tapa, donde se incorporan las subunidades restantes, mediante el C-terminal de Rpn11 

envolviendo dos extensiones en forma de espirales enroscadas de Rpt3 y Rpt6, 

anclándolas a la partícula 19S
(57)

 (Fig. 11). La actividad de la chaperona Hsp90 

dependiente de ATP contribuye al ensamblado de la tapa y del proteasoma 26S
(51)

. A 

diferencia del ensamblado de la partícula 20S y la base de la partícula 19S, el 

ensamblado de la tapa no cuenta con chaperonas específicas
(56)

. 

 

 
Figura 11. Modelo del ensamblado del proteasoma. En azul se muestran las subunidades a, en rojo 

las subunidades ɓ; conformando el core catal²tico (CP). En verde las subunidades de la base de la 

partícula reguladora (RP) y en violeta las subunidades de la tapa. Extraído de Ref. 56
(56)

.  

 

 

1.5. Mecanismo de acción del proteasoma a nivel molecular  

 

En forma muy esquemática podemos clasificar los mecanismos de degradación de 

proteínas por los proteasomas con partículas reguladoras (26S y otros) en dos vías, 

una dependiente de ubiquitina o modificadores similares y la otra independiente de 

estos. En cualquier caso el sustrato debe ser reconocido, desplegado, translocado, 

cortado y los productos eliminados. 
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1.5.1. Reconocimiento y desplegamiento del sustrato  

 

1.5.1.1. Vía dependiente de ubiquitina  

 

1.5.1.1.1. Reconocimiento y unión del sustrato 

 

Actualmente se conocen cinco receptores de ubiquitina asociados al proteasoma, dos 

subunidades intr²nsecas, Rpn10 y Rpn13, y tres ñfactores de transporteò (ñshuttle 

factorsò), Rad23, Dsk2 y Ddi1. Rpn10 reconoce ubiquitina mediante dos motivos 

UIM (ubiquitin-interacting motifs)
(58)

. Rpn13 une ubiquitina mediante el dominio Pru 

(pleckstrin-like receptor for ubiquitin). Rpn10 y Rpn13 se unen a la misma superficie 

de ubiquitina a pesar de poseer motivos distintos. Los otros receptores, Rad23, Dsk2 y 

Ddi1, poseen dominios UBA (ñubiquitin associatedò) que se unen a ubiquitina, y 

UBL (ñubiquitin-likeò) que se unen al proteasoma. UBL solo puede unirse al 

proteasoma cuando UBA se encuentra unido a ubiquitina. Los factores de transporte 

pueden capturar proteínas ubiquitinadas mediante la interacción con la ligasa E3 al 

mismo tiempo que está generando la cadena de poliubiquitina
(9)

. 

 

1.5.1.1.2. Acción deubiquitinasa 

 

La actividad de Rpn11 está muy controlada y se ejerce solamente sobre sustratos 

proteolíticos procediendo en la vía de degradación. La hidrólisis de ATP por parte de 

ciertas subunidades ATPasas de la base de la partícula reguladora permite a Rpn11 

remover las cadenas enteras de ubiquitina del sustrato de una sola vez, dado que 

escinde enlaces proximales. Se propone que las ATPasas dirigen la translocación de la 

cadena de ubiquitina al sitio activo de Rpn11. Rpn11 solo actúa cuando se efectuó un 

ñpaso de compromisoò de la degradaci·n (no hay evidencias de un paso discreto de 

compromiso)
(9)

.  

 

Antes de que el sustrato sea comprometido a la degradación y sometido a la actividad 

de Rpn11, las DUBs asociadas UchL5 y Usp14 pueden recortar progresivamente las 

cadenas de ubiquitina desde el extremo distal de la cadena en forma aparentemente 

independiente de la unión de ATP al proteasoma 26S.  Estudios con sustratos 

monoubiquitinados muestran que el acortamiento de la cadena de ubiquitina 

disminuye la afinidad del proteasoma por el sustrato, de forma que estas dos DUBs 

regulan negativamente la degradación de estos sustratos. Sin embargo, la actividad de 

estas deubiquitinasas puede también acelerar la degradación de sustratos 

poliubiquitinados. Usp14 también está involucrada en la homeostasis y reciclado de 

ubiquitina
(9)

. 

 

1.5.1.1.3. Desplegamiento y translocación del sustrato  

 

No se conoce en detalle el mecanismo por el cual se despliega el sustrato y es 

translocado al interior catalítico; se han propuesto dos modelos en los que se 

diferencia entre la disociación o no de los pasos de desplegamiento y translocación
(9)

. 

 

1.5.1.1.3.1. Modelo I 

 

El modelo I propone que por un lado ocurre el desplegamiento de la proteína, en la 

superficie del proteasoma, y la translocación es un proceso separado que comienza 
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una vez que el desplegamiento generó una estructura suelta capaz de penetrar el canal 

angosto de translocación. Este modelo prevé el establecimiento de múltiples puntos 

de contacto entre el sustrato y la superficie del anillo ATPasa, seguido por un 

movimiento del dominio dentro del anillo, impulsado por ATP, que mecánicamente 

desestabiliza el estado plegado del sustrato
(59)

. 

 

1.5.1.1.3.2. Modelo II  

 

El segundo modelo sostiene que el desplegamiento del sustrato se da por 

interacciones dentro del canal de translocación. En este modelo, el motor para la 

translocación es el mismo que para el desplegamiento, y el desplegamiento ocurre 

como resultado de las colisiones entre el sustrato y la puerta de entrada del canal de 

translocación
(60)

. 

 

1.5.1.2. Vía independiente de ubiquitina 

 

1.5.1.2.1. Reconocimiento y unión del sustrato 

 

Un ejemplo de sustrato procesado por esta vía es la ornitina carboxilasa (ODC), 

dirigida al proteasoma mediante la unión a antizima (AZ), aunque el complejo ODC-

AZ no es covalente, tiene un mecanismo análogo al de los sustratos ubiquitinados, 

hasta compitiendo por el sitio de reconocimiento en el proteasoma
(61)

. Esta parece ser 

una excepción, dado que otros sustratos independientes de ubiquitina no usan 

proteínas para dirigirse al proteasoma. 

 

1.5.1.2.2. Desplegamiento y translocación del sustrato  

 

En esta vía intervienen activadores del proteasoma: PA28g, PA28ab, y PA200; estos 

activadores se unen a un lado del core 20S mientras la partícula reguladora ocupa el 

otro lado
(62)

. PA28g, PA28ab y PA200 abren el canal del core 20S permitiendo el 

pasaje de sustratos poco plegados que no precisan un desplegamiento activo. 

 

1.5.2. Proteólisis y salida de productos 

 

Una vez que los sustratos entran a la partícula core 20S son procesados y degradados 

a oligopéptidos de entre 3 y 24 aminoácidos
(63)

 por acción de las subunidades 

catal²ticas ɓ1, ɓ2 y ɓ5 con actividades tipo caspasa, tipo tripsina y  tipo quimotripsina  

respectivamente
(13, 22)

. Un trabajo de los años 90 sugirió que los péptidos generados 

salen por el mismo canal por el cual entró el sustrato
(30)

, permitiendo el procesamiento 

de más de un sustrato al mismo tiempo, uno en cada hemiproteasoma. Los 

polipéptidos resultantes pueden ser desechados, o tener actividad biológica. La 

proteólisis puede servir para la presentación de antígenos o para activar factores de 

transcripción o enzimas sintetizados como precursores inactivos
(30)

. 
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1.6. Genética 

 

1.6.1. Localización en los cromosomas 

 

Los genes de las subunidades del proteasoma y algunos de sus reguladores aparecen 

en 16 cromosomas (Tabla 1), incluyendo los cromosomas 1, 2, 3, 6, 7, 9, 11, 12 14, 

15, 16, 17, 18, 19, 20 y X, siendo los cromosomas 1, 14 y 17 los que poseen mayor 

cantidad de genes del proteasoma. 

 
Tabla 1. Símbolo de los genes del proteasoma y algunos de sus reguladores y su localización en el 

genoma. Extraído de http://www.genenames.org 
 

Parte/función 
S. 

cerevisiae 
H. sapiens 

Cromosoma/ 

Localización 

Core 20S 

Ŭ1 PSMA1 11p151 

Ŭ2 PSMA2 7p13 

Ŭ3 PMA3 1423 

Ŭ4 PSMA4 15q24.1 

Ŭ5 PSMA 1p13 

Ŭ6 PSMA6 14q13 

Ŭ7 PSMA7 20q13.33 

ɓ1 PSMB6 17p13 

ɓ2 PSB7 9q34.11q34.1 

ɓ3 PSMB3 17q12 

ɓ4 PSMB2 1p34.2 

ɓ5 PB 4q112 

ɓ6 PSMB1 6q27 

ɓ7 PSMB 1q21 

Partícula reguladora 

Rpn1 PSMD2 3q27.3 

Rpn2 PSMD1 2q7.1 

Rpn3 PSMD3 17q21.2 

Rpn4 PSMD9 12q24.31-q24.32 

Rpn5 PSMD12 17q4.3 

Rpn6 PSMD11 17q12 

Rpn7 PSM6 3p1. 

Rpn8 PSMD7 16q22.3 

Rpn9 PSMD13 11p1. 

Rpn10 PSMD4 1q21.2 

Rpn11 PSMD14 2q14.3 

Rpn12 PSMD8 19q13.2 

Rpn13 ADRM1 20q13.33 

Rpt1 PSMC2 7q22.1-q22.3 

Rpt2 PSMC1 14q32.11 

Rpt3 PSMC4 19q13.11-q13.13 

Rpt4 PSMC6 14q22.1 

Rpt5 PSMC3 11p11.2 

Rpt6 PSMC5 17q23.3 

Uch37 UCHL5 1q32 

Usp14 USP14 18p11.32 

Inmunoproteasoma 

ɓ5 PSMB8 6p21.3 

ɓ1i PSMB9 6p21.3 

ɓ2i PSMB10 16q22.1 

Reguladores 

p97 VCP 9p13.3 

PA200 PSME4 2p16.1 

PA28ɔ PSME3 17q21.31 

PA28Ŭ PSME1 14q11.2 

PA28ɓ PSME2 14q11.2 

P131 PSMF1 20p13 

SEM1 SHFM1 7q21.3 

  Hsm3 S5B 9q34.11 

  Nas6 P28 Xq22.3 
 

 

http://www.genenames.org/
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1.6.2. Enfermedades asociadas a defectos genéticos  

  

Se reportaron enfermedades asociadas a defectos genéticos de las subunidades del 

proteasoma y sus reguladores. Entre ellas se destacan la esclerosis múltiple, diabetes 

tipo 2, alteraciones en el metabolismo del colesterol y aterosclerosis coronaria (Tabla 

2). 

 
Tabla 2. Enfermedades o problemas asociadas a defectos genéticos de las subunidades del 

proteasoma. Se indica la enfermedad, problema o condiciones que pueden ser afectadas por defectos 

genéticos. Extraído de https://biodbnet-abcc.ncifcrf.gov 
 

S. 

cerevisiae 
H. sapiens Enfermedad  o problema asociada 

Rpn1 PSMD2 Esclerosis múltiple, longevidad.  

Rpn2 PSMD1 

Desorden asociado al uso de tabaco, 

diabetes tipo 2, edema, factor de von 

Willebrand; lipoproteínas, HDL. 

Rpn3 PSMD3 
Cuenta de neutrófilos y leucocitos, 

moléculas de adhesión celular  

Rpn4 PSMD9 Diabetes tipo 2, depresión 

Rpn7 PSMD6 
Ácido fólico diabetes tipo 2, infarto 

cardíaco  

Rpn8 PSMD7 Colesterol HDL 

Rpn11 PSMD14 Aterosclerosis 

Rpt2 PSMC1 Desorden asociado al uso de tabaco 

Uch37 UCHL5 
Desorden asociado al uso de 

marihuana 

PA200 PSME4 Desorden asociado al uso de tabaco 

PA28ɓ PSME2 Infecciones de HIV  

P131 PSMF1 Infarto, hemoglobina glucosilada. 
 

 

 

1.7. Enfermedades asociadas a alteraciones proteasomales funcionales 

 

La disfunción del sistema ubiquitina-proteasoma se asocia a numerosas enfermedades 

humanas. 

 

1.8. Proteasomas como blancos farmacológicos 

 

En eucariotas superiores existen proteasomas 20S tejido-específicos
(64)

. En 

vertebrados, las subunidades beta catalíticas constitutivas pueden ser reemplazadas 

para formar inmunoproteasomas cambiando el repertorio de péptidos producidos en 

aras de mejorar la respuesta inmune o una aumentar la eficiencia proteolítica
(28)

. 

Además, el proteasoma 20S se encuentra en algunas arqueas y eubacteria
(65)

. El 

desarrollo de inhibidores selectivos contra los distintos proteasomas puede tener 

potencial uso contra enfermedades autoinmunes o inflamatorias, o incluso como 

agentes antimicrobianos. 

https://biodbnet-abcc.ncifcrf.gov/
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La proteólisis se restringe a sustratos que pueden translocarse dentro del 20S. La 

compuerta hacia el interior catalítico se controla mediante la partícula reguladora
(66)

 u 

otros reguladores como PA28, PA200 y otras ATPasas como VCP
(45, 67, 68)

. 

Los inhibidores del proteasoma pueden estar dirigidos a la partícula 20S o a la 19S.  

Los principales blancos dentro del core 20S son las subunidades catalíticas, y dentro 

de la partícula reguladora las ATPasas (Rpt1-6) de la base, los receptores de 

ubiquitina (Rpn10 y Rpn13) y las DUBs (Rpn11, Usp14 y Uch37)
(28)

.  

La inhibición de la partícula reguladora previene el despliegue del sustrato y la 

translocación hacia la cámara catalítica. Ofrece nuevas estrategias terapéuticas, que 

podrían llegar a superar la resistencia emergente a las moléculas inhibidoras del core 

20S
(28)

.  

 

Las posibilidades de inhibición del sistema ubiquitina-proteasoma son más extensas, 

se pueden evaluar posibles inhibidores dirigidos a otros activadores del core 20S 

(PA28, PA200 o VCP), dirigidos a factores de la biogénesis del proteasoma y factores 

de transcripción entre otros.  

1.9. Inhibidores de proteasomas 

 

1.9.1. Inhibidores de las subunidades catalíticas de la partícula 20S 

 

Los blancos principales de la part²cula 20S son las subunidades catal²ticas ɓ1, ɓ2, y ɓ5. 

También podrían dirigirse diferencialmente a las subunidades catalíticas del 

inmunoproteasoma ɓ1i, ɓ2i, y ɓ5i
(69, 70)

, con potencial uso terapéutico contra 

enfermedades  autoinmunes y desordenes inflamatorios
(71)

. Además, como el 

proteasoma exhibe selectividad de sustrato, una estrategia es diferenciar 

selectivamente entre los tipos de subunidad catalítica, dirigiendo el inhibidor contra la 

actividad tipo quimotripsina, tipo tripsina o tipo caspasa. Otra posibilidad interesante 

es la búsqueda de inhibidores específicos para proteasomas de patógenos humanos 

que no afecten al hospedero, como se hizo contra Plasmodium falciparum y 

Mycobacterium tuberculosis, con potencial uso como antimicrobianos
(28)

.  

 

La mayoría de los inhibidores de la partícula 20S son pequeñas moléculas peptoides o 

péptidos modificados con un grupo electrófilo como farmacóforo en el C-terminal. 

Estos grupos electrófilos reaccionan con el OH de la cadena lateral de la treonina 

amino terminal catalítica (Thr1) de las subunidades b1, b2 y b5 del proteasoma
(72)

. 

Basándose en la naturaleza química de los electrófilos utilizados, se diferencian al 

menos seis grupos de inhibidores; aldehídos, epoxicetonas, boratos, a-cetoaldehídos , 

sulfonas de vinilo, y sirbactinas. Además, ciertos péptidos también pueden inhibir el 

proteasoma sin reaccionar covalentemente con los residuos catalíticos
(72-74)

. 

 

La mayoría de los inhibidores del 20S están dirigidos a inhibir el sitio activo mediante 

la imitaci·n de un sustrato que forma una hoja ɓ junto al residuo catalítico Thr1
(72, 75)

. 

Un ejemplo es la epoximicina, una molécula natural con propiedades anti-

inflamatorias
(76)

. Otra clase de inhibidores son los boratos de péptidos que forman un 

enlace covalente reversible con Thr1, como el Bortezomib
(77)

. Otro tipo de inhibidores 

que imitan la unión covalente de hoja beta son las sirbactinas. Estas pueden 

encontrarse en la naturaleza, como siringolina A, una molécula secretada por la 
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bacteria patogénica Pseudomonas syringae que inhibe irreversiblemente al 20S. La 

siringolina A es un agente prometedor para tratar cáncer
(78)

. El inhibidor más potente 

conocido hasta ahora es cepafungina I (IC50 de 4 nM), producido por Photorhabdus 

luminescens
(79)

 (Fig. 12A).  

La inhibición también puede causarse por compuestos sin unión covalente al 

proteasoma. Por ejemplo, la serie de compuestos TMC-095, aislados en primera 

instancia de Apiospora montagnei, inhibieron todas las actividades proteolíticas del 

proteasoma mediante unión no covalente
(28)

. 

Además de los péptidos modificados, existen otros tipos de inhibidores, como por 

ejemplo las ɓïlactonas. Modifican el residuo Thr1 covalentemente. Lactacistina, un 

metabolito aislado de bacterias del genero Streptomyces, fue el primer producto 

natural encontrado que inhibe al proteasoma
(80)

 (Fig. 12B). 

 
Figura 12. Estructura química de dos inhibidores del core 20S. A. Cepafungina I. Extraído de Ref. 

81
(81)

. B. Lactacistina. Extraído de Ref. 82
(82)

. 

 

1.9.2. Inhibidores de las subunidades a de la partícula 20S 

 

Se ha reportado que la 5-amino-8-hidroxiquinolina (5AHQ) es un inhibidor no 

competitivo de la partícula 20S dirigido a las subunidades Ŭ no proteol²ticas
(83, 84)

. Sin 

embargo, el mecanismo molecular de la inhibición no se conoce. 

1.9.3. Inhi bidores de las ATPasas de la partícula 19S 

 

Las ATPasas son esenciales para el procesamiento del sustrato macromolecular, al 

catalizar el desplegamiento ATP-dependiente y la translocación a la cámara 

proteolítica del core 20S
(85-88)

. El mayor desafío para lograr la selectividad 

farmacológica contra las ATPasas del 26S es su similitud con otras ATPasas 

celulares. No conocemos reportes de inhibidores de proteasomas 26S que actúen a 

este nivel. Sin embargo, se reportaron ejemplos de compuestos selectivos contra p97 

y dineína (otras ATPasas)
(89)

, sugiriendo que es posible desarrollar inhibidores con las 

ATPasas del proteasoma como blanco. 

1.9.4. Inhibidores de los receptores de ubiquitina de la partícula 19S 

 

Se han propuesto varias estrategias dirigidas a las interacciones proteína-proteína 

entre las cadenas de poliubiquitina y sus receptores. Se identificaron dos moléculas, 

A B 
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ubistatinas, que se unen a cadenas de poliubiquitina con enlaces en K48 e interfieren 

con la degradación de sustratos poliubiquitinados
(90)

. Recientemente se reportó una 

molécula que se une covalentemente al receptor Rpn13, RA190, que inhibe 

selectivamente a células cancerígenas que sobreexpresan Rpn13
(91, 92)

. 

1.9.5. Inhibidores de las deubiquitinasas de la partícula 19S 

 

Uch37 y Usp14 son dos deubiquitinasas que se asocian en forma fácilmente reversible 

a la partícula 19S y participan en el reconocimiento de sustratos además de cortar 

cadenas de ubiquitina desde sus extremos distales al sustrato
(93)

. Se cree que un 

aumento en la actividad de Usp14 puede inhibir la degradación proteasomal, motivo 

para la búsqueda de moduladores de esta DUB. IU1 es el ejemplo más potente, es 

capaz de estimular la actividad proteolítica in vitro además de estimular la 

degradación de proteínas en células
(94)

. El compuesto bAP15 es otro inhibidor de 

Usp14, que además inhibe Uch37
(95)

 y con baja potencia a proteasomas 20S
(96)

.   

La inhibición acoplada de Rpn11 y el receptor del factor de crecimiento epidérmico 

puede ser beneficiosa para el tratamiento de cáncer de pulmón
(97)

, convirtiendo a 

Rpn11 en un blanco atractivo para terapia del cáncer. 

1.10. Aplicaciones biomédicas de los inhibidores/activadores del proteasoma 

 

En la última década, el interés en la modulación de la función del proteasoma ha 

aumentado significativamente tras la aprobación por la FDA del inhibidor del 

proteasoma Bortezomib para el tratamiento de mieloma múltiple
(22)

 y la enfermedad 

de células del manto
(98)

. Se desarrollaron varios compuestos con el proteasoma como 

blanco para aprovechar su rol crítico en la proteostasis
(28)

. 

 

1.10.1. Cáncer 

 

Los estudios que llevaron a la aprobación del Bortezomib demostraron que el 

proteasoma puede ser inhibido transitoriamente y sin peligro con actividades anti-

tumorales, especialmente contra tumores hematopoyéticos.  La eficiencia del 

tratamiento del cáncer mediante la inhibición del proteasoma se basa en su rol en la 

regulación de la proliferación celular y en la delicada dependencia de las células 

cancerosas del funcionamiento del proteasoma
(22)

. El agente anticancerígeno 

bortezomib es una droga ñblockbusterò (es decir, un fármaco muy usado, cuyas ventas 

generan más de mil millones de dólares de ingresos por año) que mejoró 

enormemente el tratamiento del mieloma múltiple
(99)

. Además, es un inhibidor 

reversible que bloquea la actividad quimotríptica del proteasoma
(100)

. También exhibe 

eficacia en cáncer de pulmón, cáncer pancreático y linfomas de células de manto
(101)

. 

El tratamiento con Bortezomib lleva al desarrollo de resistencia y tiene efectos 

secundarios adversos
(101)

, abriendo puertas para el desarrollo de nuevas drogas con 

menor toxicidad y sin generación de resistencia. Actualmente, varios inhibidores del 

proteasoma de segunda generación optimizados están siendo explorados como drogas 

anticancerígenas en estudios clínicos, y la mayoría tiene como blancos al proteasoma 

y al inmunoproteasoma
(100)

.  
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1.10.2. Enfermedades inmunes e inflamatorias 

 

La inhibición del proteasoma produce una disminución de las respuestas inflamatorias 

e inmunes del organismo
(101)

. Según se ha reportado, los principales efectos de la 

inhibición del proteasoma sobre el sistema inmune se deben a su rol fundamental en 

la presentación de antígenos
(22)

. Una serie de estudios demostró que la inhibición del 

proteasoma induce la apoptosis en células T
(102)

, siendo las células T activadas más 

susceptibles que las no activadas
(103)

, sugiriendo que la inhibición del proteasoma 

puede ser una estrategia exitosa para tratar enfermedades que involucran células T 

activadas como GVHD (graft-versus-host disease)
(22)

. La inhibición del proteasoma 

reduce de las células T alorreactivas
(103)

, sugiriendo que puede ser una buena 

herramienta para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
(22)

.  

 

Además, el factor de transcripción NF-əB regula genes involucrados en la 

inflamación. En células sin estímulo inflamatorio está unido a proteínas inhibidoras 

IəBs en el citosol. La activación de NF-əB requiere de la degradaci·n de las prote²nas 

inhibitorias IəB y el procesamiento de los precursores de NF-əB a las subunidades 

maduras. Las IəBs pueden ser ubiquitinadas y degradadas por el proteasoma 26S 

permitiendo a NF-əB entrar al núcleo y promover la transcripción de genes blanco, 

como es el caso del sensor citosólico de la inmunidad innata NLRP3. Según se ha 

reportado, luego de la expresión inducida por NF-əB, NLRP3 se mantendr²a inhibido 

en el citosol mediante ubiquitinación. Ciertas DUBs pueden activar NLRP3 

permitiendo la interacción con otros factores para formar el inflamasoma NLRP3, un 

complejo multiproteico que activa los procesos inflamatorios fomentando la 

maduración de las citoquinas IL-1b e IL-18
(104)

. 

Durante la inflamación crónica NF-əB se encuentra constitutivamente activo
(105)

.  

Esto incentivó a la investigación para el desarrollo de inhibidores proteasomales con 

fines terapéuticos en enfermedades de inflamación crónica
(83)

.  

En respuesta a citoquinas se puede ensamblar el inmunoproteasoma, que posee una 

arquitectura del sitio activo distinta al proteasoma constitutivo. En un estado de 

inflamación crónica se ve aumentado el nivel de citoquinas pro-inflamatorias, y por 

ende se forma un mayor número de inmunoproteasomas
(83)

. La diferencia de los sitios 

catalíticos permite la generación de inhibidores específicos del inmunoproteasoma; al 

representar una pequeña fracción de la población de proteasomas en la célula y 

encontrarse principalmente en células implicadas en la respuesta inmune, el 

tratamiento contra esta variante del proteasoma puede resultar en menor toxicidad
(100)

. 

Estudios iniciales utilizando estos inhibidores específicos del inmunoproteasoma 

mostraron la inhibición del crecimiento de líneas celulares de mieloma múltiple y 

exhibieron efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores
(71, 106)

. 

 

1.10.3. Enfermedades neurodegenerativas 

 

Enfermedades neurodegenerativas como Alzhéimer, Parkinson, Huntington y la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica se caracterizan por la acumulación tóxica de proteínas 

mal plegadas y el eventual colapso de la homeostasis de proteínas. En consecuencia, 

en este caso la activación del proteasoma representa potenciales vías para el futuro 

desarrollo de drogas
(22)

. En consecuencia, varios grupos de investigación han 

evaluado el rol del sistema ubiquitina-proteasoma en estas enfermedades
(22)

. 
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Actualmente no existen tratamientos efectivos para la cura o el retraso sustancial de la 

progresión de estas enfermedades, sin embargo, todas ellas parecen esconder un 

descenso en la actividad del sistema ubiquitina-proteasoma. Una estrategia interesante 

es el desarrollo de drogas que resultan en un incremento en la capacidad proteolítica 

del proteasoma para controlar la progresión de estas enfermedades, como por 

ejemplo, la inhibición de inhibidores del proteasoma como la DUB Usp14
(29)

. 

Alternativamente, se puede enfocar la búsqueda de tratamientos en promover la 

expresión génica tanto del proteasoma, como de las partículas activadoras PA28 o 

PA200. Otra opción es la identificación de pequeñas moléculas capaces de activar al 

20S abriendo la compuerta que controla en parte su actividad
(22)

, debido a que algunas 

de las proteínas que forman agregados son proteínas no estructuradas o desplegadas, 

como tau y mon·meros de Ŭ-sinucleína implicadas en Alzhéimer y Parkinson 

respectivamente, capaces de ser degradadas en ausencia de la partícula reguladora
(107-

109)
. 

 

1.10.4. Envejecimiento 

 

Un sello del envejecimiento es la acumulación progresiva de macromoléculas dañadas 

y un decaimiento progresivo de la proteostasis
(22)

. Existen reportes que indican un 

descenso en la actividad del proteasoma en células, tejidos y organismos en el 

envejecimiento
(110)

. La disfunción del proteasoma asociada al envejecimiento puede 

deberse a la reducción de la expresión de subunidades
(111)

, de la actividad proteolítica 

reducida debido a daño oxidativo
(112, 113)

 y a la disociación del complejo proteasomal 

26S
(113-115)

.  

 

Varios estudios realizados con humanos y animales excepcionalmente longevos 

reportaron actividad aumentada del proteasoma, sugiriendo que la actividad sostenida 

puede correlacionarse con la esperanza de vida de un organismo
(22)

. Un modelo de 

disfunción del proteasoma en ratones transgénicos evidenció que el reemplazo de la 

subunidad ɓ5 con actividad tipo quimotripsina por una variante timo-específica reduce 

la actividad tipo quimotripsina. Los ratones transgénicos exhiben señales de 

envejecimiento prematuro y menor esperanza de vida
(116)

. Estos datos sugieren que la 

actividad aumentada del proteasoma puede enlentecer el envejecimiento. 
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2. Hipótesis 

 
Hipotetizamos que los electrófilos pueden modular la actividad dependiente de ATP 

del proteasoma 26S por acción directa sobre las partículas reguladoras 19S. 

 

Los electrófilos utilizados en este estudio probaron tener efectos anti-inflamatorios, 

¿podrá ser el proteasoma uno de los blancos terapéuticos? 

 

Las principales ideas que respaldan esta hipótesis se pueden organizar como sigue: 

Estudios proteómicos semidirigidos revelaron la existencia de varias proteínas que 

pueden ser blancos preferenciales de electrófilos, varias de ellas pertenecientes al 

sistema ubiquitina-proteasoma. Se ha reportado que las cisteínas de sitios activos 

enzimáticos pueden ser blancos preferenciales de los electrófilos; tal es el caso a nivel 

citosólico de: la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, la peroxirredoxina 6, la 

creatina quinasa, una esterasa de ubiquitina carboxilo-terminales (L1) y dos enzimas 

conjugadoras de ubiquitina (E2 L1 y E2 N)
(117)

. Además, otros miembros del sistema 

ubiquitina-proteasoma han sido hallados modificados por electrófilos en forma 

preferencial: PSME3 (Proteasome activator complex subunit 3) perteneciente al 

complejo activador PA28g
(117)

. Más aún, con un apropiado marco molecular, se han 

usado distintos grupos electrófilos para descubrir nuevos miembros del sistema 

ubiquitina-proteasoma, particularmente deubiquitinasas
(118)

. Nuestro grupo ha 

propuesto que la señalización de respuesta a oxidantes y electrófilos debe obedecer a 

una jerarquía cinética aún no bien determinada, de modo que las respuestas 

transcripcionales a electrófilos dependerían de las reacciones preferenciales de estos 

con proteínas cuyos tioles sean especialmente sensibles y no necesariamente con los 

factores de transcripción
(119)

. En este sentido es importante notar que la vía 

Keap1/Nrf2, vía principal de respuesta a electrófilos, está regulada por el sistema 

ubiquitina-proteasoma que estaría desajustado en ciertas enfermedades metabólicas 

inflamatorias crónicas que son de nuestro interés
(120)

.  
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3. Objetivos 

 
3.1. Objetivo general 

 

Estudiar la modulación por electrófilos de la actividad tipo quimotripsina dependiente 

de ATP del proteasoma.  

 
3.2. Objetivos específicos 

 

¶ Estudiar la purificación de proteasomas humanos. 

 

¶ Estudiar la regulación de la actividad tipo quimotripsina por ATP. 

 

¶ Estudiar la modulación de la actividad tipo quimotripsina por electrófilos.  
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4. Materiales y métodos 

 
4.1. Materiales 

 

Las muestras de sangre humana son gentileza del Servicio Nacional de Sangre. 

 

NaCl, Na2HPO4, MgCl2, EDTA, glicerol, (NH4)2SO4, APS, TEMED, DTT, 

Acrilamida/bis-Acrilamida 30%, Azul de bromofenol, Mg-Acetatox4H2O y 

MgCl2x6H2O de Sigma Aldrich®. KCl, Tris, Azul de Coomassie coloidal y ácido 

bórico de BAKER ANALYZED®. KH2PO4 de Rhône-Poulenc S.A. ATP de 

bioWORLD. Suc-LLVY -AMC y Ub-AMC de UBPBio. bAP15 de VIVA bioscience. 

Lactacistina de Santa Cruz Biotechnology, Inc. Ácido acético, etanol 70% y etanol 

95% de Droguería industrial Uruguaya. DEAE-Celulosa de Fluka BioChemika. 

Centrífuga 5810r y rotor F-34-6-38 de EppendorfÊ, Centr²fuga SorvallÊ LYNX 

4000, rotor FiberliteÊ, rotor A27-8x50 y VarioskanÊ microplate reader de Thermo 

ScientificÊ. Ultracentr²fuga OptimaÊ XPN 90K y rotor SW 40 Ti de Beckman 

Coulter. ÄKTApurifier, columna Superdex 200 e ImageScanner LabScan de GE 

Healthcare Life Sciences. Columna TSKgel DEAE-5PW de Tosoh Bioscience LLC. 

Agitador orbital SK-O180-E de Dragon Laboratory. Célula concentradora Amicon® 

Ultra-15 10 kDa de corte de EMD Millipore. 4800 MALDI TOF/TOFTM Analyzer 

de Applied Biosystems/MDS SCIEX. 

Todos los materiales y equipos pertenecen al Institut Pasteur de Montevideo, a la 

Unidad de Bioquímica y Proteómica Analíticas (UBYPA) en su mayoría,  excepto por 

la matriz DEAE-Celulosa y el VarioskanÊ microplate reader, que fueron gentileza 

del Laboratorio de fisicoquímica biológica, Instituto de Química Biológica, Facultad 

de Ciencias, UdelaR. 

4.2. Métodos 

 

4.2.1. Purificación parcial de partículas 26S de eritrocitos a escala mediana 

 

La obtención de muestras enriquecidas en proteasomas se realiza en acuerdo con los 

primeros pasos del protocolo de 6 dimensiones de purificación de partículas 26S 

publicado por Tenzer et al.
(121)

. Incluye una cromatografía de intercambio aniónico 

(AEX). La cromatografía de intercambio iónico se basa en las interacciones de la 

muestra con un soporte cargado, y separa proteínas de acuerdo a su carga neta. En 

AEX se usa una soporte de fase estacionaria con grupos funcionales cargados 

positivamente, capaces de unir aniones. La elución de las proteínas se realiza 

mediante la variación de pH o fuerza iónica
(122)

. 

 

Se lavan ~300 ml de concentrado eritrocitario obtenido del Servicio Nacional de 

Sangre (donasangre.com.uy) con 900 ml de buffer isotónico PBS (pH 7.2, 2.68 mM 

KCl, 136.89 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4), se centrifuga a 1500 

xg por 20 minutos a 4̄ C y se descarta el sobrenadante. Se repite el lavado 2 veces. A 

continuación se agrega 2.5 volúmenes de buffer de lisis (30 mM Tris-HCL pH 7.6, 2 

mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 1.6mM DTT, 1mM ATP), a partir de este punto se debe 

mantener la muestra a 4° C en todo momento. La suspensión se deja durante 30 

minutos en un agitador orbital a 4̄ C. Luego se centrifuga por 45 minutos a 9000 xg a 

4  ̄ C para sedimentar los eritrocitos que no se hayan lisado y otros desechos. 



 36 

Posteriormente se realiza una cromatografía de intercambio aniónico de baja 

resolución en batch con una matriz de DEAE-Celulosa, el principal objetivo de este 

paso es separar dos fracciones, una rica en hemoglobina y otra en proteasomas. Se 

prepara y equilibra la matriz con buffer de lisis, luego se aplica el lisado a la matriz 

haciéndolo pasar con una bomba de vacío. Se realizan dos lavados, primero con el 

buffer TSDGA25 (20mM Tris-HCl pH7.6, 10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 

1mM DTT, 10% Glicerol, 1mM ATP, 25 mM KCl) y luego con el buffer TSDGA100 

(20mM Tris-HCl pH7.6, 10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 10% 

Glicerol, 1mM ATP, 100 mM KCl). Finalmente se eluye la muestra conteniendo los 

complejos de interés con el buffer TSDGA400 (20mM Tris-HCl pH7.6, 10mM NaCl, 

2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 10% Glicerol, 1mM ATP, 400 mM KCl). 

 

4.2.2. Preparación de muestra enriquecida en proteasomas a pequeña escala 

 

Para facilitar el trabajo se puede implementar la preparación de muestra enriquecida 

en proteasomas a pequeña escala. Se realiza el lavado y lisis de los eritrocitos de la 

misma forma que en el punto 4.1. pero utilizando solamente 20 ml de eritrocitos. Se 

realiza un único paso de purificación, siendo este una cromatografía de intercambio 

aniónico de baja resolución en batch con la matriz DEAE-Celulosa. Se aplica la 

muestra a la matriz preparada y equilibrada en tubos Falcon de 50 ml y se incuba por 

20 minutos en el shaker orbital a 4̄ C, se centrifuga por 5 minutos a 300g a 4 ̄C y se 

descarta el sobrenadante. Se agrega el primer lavado (TSDGA25), se incuba por 10 

minutos en el shaker orbital a 4̄ C, se centrifuga por 5 minutos a 300g a 4 ̄C y se 

descarta el sobrenadante. Se realiza el mismo procedimiento para el segundo lavado 

(TSDGA100). Finalmente se eluye la muestra con las partículas de interés con 

TSDGA400 y se colectan fracciones de 3 ml. Este último paso se realiza pasando la 

matriz a un cono formado por doble papel de filtro y se eluye agregando volúmenes 

de 3 ml de TSDGA400 por vez. 

 

Las principales ventajas de utilizar este procedimiento son que se evita la perdida de 

actividad acoplada al transcurso del tiempo cuando se realizan los múltiples pasos de 

la purificación completa y que es de más fácil manipulación debido a los pequeños 

volúmenes utilizados. Por otro lado, la purificación rinde una cantidad suficiente de 

muestra para realizar ensayos bioquímicos. Por definición, esta preparación contiene 

al menos una mezcla de proteasomas 20S y 26S, dado que en el protocolo de Tenzer, 

los proteasomas 20S se eliminan luego de la precipitación (segundo paso de 

purificación)
(121)

. 

 

4.2.3. Caracterización parcial de las preparaciones enriquecidas en partículas 

proteasomales 

 

4.2.3.1. Precipitación con (NH4)2SO4 

 

La precipitación de proteínas usando sulfato de amonio es una técnica clásica de 

purificación y de preparación de muestras para análisis proteómico
(123)

. La técnica se 

basa en el efecto de los iones sobre la solubilidad de las proteínas. A baja 

concentración de sales (baja fuerza iónica) la solubilidad aumenta junto con la 

concentración de sal, dado que los iones protegen a las moléculas de las proteínas de 

la carga de las otras prote²nas en la soluci·n, proceso conocido como ñsalting-inò. A 

concentración de sal muy alta (alta fuerza iónica), la solubilidad de la proteína 
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disminuye a medida que aumenta la concentración de sal, permitiendo que las cargas 

de las proteínas reaccionen entre sí causando su precipitación, proceso conocido como 

ñsalting-outò. Esto permite aprovecharse de la diferente solubilidad de las prote²nas 

para su separación
(124)

.  

 

Se precipitan proteínas por salado usando volúmenes iguales o distintos de sulfato de 

amonio (242 mg/ml) y muestra, luego de agita suavemente durante 1 hora y 30 

minutos a 4̄ C. Se centrifuga a 27000 xg por 30 minutos a 4̄ C y se descarta el 

sobrenadante. Se resuspende el pellet en 50 ml de buffer TSDGA0 (20mM Tris-HCl 

pH7.6, 10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 10% Glicerol, 1mM 

ATP). 

 

4.2.3.2. Diálisis 

 

De acuerdo con el protocolo de Tenzer et al.
(121)

, se transfiere luego la resuspensión a 

un tubo de diálisis. La diálisis es una técnica que se basa en la difusión selectiva de 

moléculas a través de una membrana semipermeable, para separar moléculas en base 

a su tamaño. De un lado de la membrana se encuentra la muestra y del otro un buffer 

llamado dializado, las moléculas más pequeñas que los poros de la membrana logran 

atravesarla a favor de su gradiente de concentración por difusión
(125)

.  

 

Se utiliza una membrana de 10 kDa de corte y se dializa por 4 horas contra 200 ml de 

buffer TSDGA25, luego se descarta el buffer y se deja dializando overnight (ON) 

contra 400 ml de buffer TSDGA25 nuevo.  

 

4.2.3.3. Cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución 

 

El siguiente paso de purificación es una cromatografía de intercambio aniónico de alta 

resolución (FPLC). La FPLC se caracteriza por la generación de un gradiente entre 

dos buffers, buffer de corrida (buffer A) y buffer de elución (buffer B) para la fase 

móvil. La muestra está disuelta en buffer A y se carga en la columna, las proteínas de 

interés se unen a la matriz de la columna y otros componentes eluyen libremente. El 

gradiente cambia gradualmente de 0 a 100% de buffer B, en un punto las proteínas de 

interés se disocian de la matriz y eluyen
(126)

. 

 

El dializado se filtra con un filtro de 0,22 mm para prevenir la obstrucción de la 

columna. Se equilibra y lava la columna con 92% buffer A (TSDGA0) y 8% buffer B 

(TSDGA1000 (20mM Tris-HCl pH7.6, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 1 

mM DTT, 10% Glicerol, 1 mM ATP,  1 M KCl)) y se eluye la proteína por gradiente 

(i. 8-28% buffer B, 28-36% buffer B, 36% buffer B y 40% buffer B) utilizando la 

columna TSKgel DEAE-5PW, empacada con un polímero poroso hidrofílico con 

superficie modificada con un intercambiador aniónico débil.  

 

4.2.3.4. SDS-PAGE 

 

La electroforesis en gel de acrilamida se usa para separar moléculas de acuerdo a su 

movilidad en función del tamaño, estructura y carga (movilidad electroforética). Se 

puede utilizar un agente desnaturalizante atribuir la movilidad de las moléculas 

solamente al tamaño y carga. Para moléculas proteicas el agente utilizado es SDS, un 
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detergente aniónico que desnaturaliza estructuras secundarias y terciarias, confiriendo 

una carga negativa a cada proteína en proporción a su masa
(127)

. 

 

Para analizar las fracciones eluidas durante la purificación se realizan geles SDS-

PAGE 12%. Se incuba la muestra con buffer de carga 4X, se incuba 5 minutos a 90 C 

y se deja en hielo hasta su utilización. Se cargan las muestras y se corre el gel sin que 

se escape el frente de corrida. Se fijan los geles con solución de fijación (50% etanol, 

40% H2O, 10% ácido acético) por 1 hora en agitación. Luego se tiñen los geles con 

una solución de 80% Coomassie coloidal y 20% etanol ON en agitación. Para 

finalizar se escanearon los geles con ImageScanner LabScan de GE Healthcare Life 

Sciences y se analizan con el programa ImageQuantTL 8.1. 

 

4.2.3.5. Espectrometría de masa de fragmentos trípticos 

 

Se analizan péptidos obtenidos por digestión tríptica por MALDI-TOF usando  

equipos disponibles en la Unidad de Bioquímica y Proteómica Analíticas del Institut 

Pasteur de Montevideo. 

 

La técnica de espectrometría de masa ordena iones de acuerdo a su masa. Requiere 

que la muestra en investigación se transfiera a especies ionizadas aisladas en fase 

gaseosa mediante su excitación, por ejemplo con bombardeo de electrones. La 

configuración MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) se basa en la 

digestión de la muestra a pequeños péptidos (por ejemplo con tripsina). La muestra se 

coloca en una matriz absorbente que actúa como mediador para la absorción de 

energía  emitida por el laser, produciendo principalmente iones monocargados. Los 

resultantes fragmentos cargados se separan de acuerdo a su proporción masa/carga 

mediante la aceleración aplicando un campo eléctrico y se mide el tiempo en el cual 

llegan al detector (TOF, ñTime of Flightò). Si los iones tienen la misma carga, el 

tiempo de vuelo depende solamente de su masa, iones de menor masa llegan antes al 

detector
(128-130)

.   

 

Se cortan las bandas de interés del gel de acrilamida y se realiza un lavado dentro de 

la cámara de flujo laminar cubriéndolas con buffer 0.2 M bicarbonato de amonio/50% 

acetonitrilo (v/v). Se incuba por 30 minutos en agitación a temperatura ambiente. Se 

descarta el lavado y se repite la incubación. Luego se agrega acetonitrilo puro, se 

agita por unos minutos y se dejan los tubos abiertos dentro de la cámara de flujo para 

que se seque por completo. La digestión se realiza agregando 10 ml de una solución de 

tripsina y buffer 50 mM bicarbonato de amonio a cada banda. Se incuba toda la noche 

a 37̄  C. Para la extracción de péptidos se cubre cada muestra con 100 ml de la 

solución 0.1% TFA/60% acetonitrilo y se agita por 1 hora. Se recupera el 

sobrenadante en otro tubo y se repite la agitación con la misma solución para cada 

banda. Se juntan las dos extracciones y se concentran en el speed vac por 20 minutos 

hasta que la muestra quede completamente seca. Se siembra 1,5 ml de cada muestra 

con 1,5 ml de matriz CHCA sobre la placa y se coloca dentro del espectrómetro de 

masas. Utilizando el método de reflector positivo se realizan espectros de m/z de las 

muestras. Se eligen los picos con mayor intensidad y mejor definidos para fragmentar 

realizando MS/MS. Luego se analizan los resultados en el programa online MASCOT 

(Matrix Science, usando la base de datos NCBInr, oxidación y propinamida como 

modificaciones variables, enzima tripsina, peptide tol de 0.1, instrumento MALDI-

TOF-TOF, carga del péptido +1, MS/MS tol ± 0.4). 
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4.2.3.6. Ultracentrifugación diferencial en gradiente de densidad 

 

En una ultracentrifugación se pueden separar moléculas de acuerdo a su tamaño y 

densidad, donde las partículas más grandes y densas precipitan más que las pequeñas 

y poco densas
(131)

. 

 

Se reúnen las fracciones de interés y se concentran utilizando una célula 

concentradora Amicon Ultra-15 de 100 kDa de corte. Se prepara el gradiente lineal en 

tubos transparentes de ultracentrifugación utilizando los buffers de gradiente 26S-

15% (20mM Tris-HCl pH7.6, 100mM KCl, 10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM 

EDTA, 1mM DTT, 15% Glicerol) 26S-40% (20mM Tris-HCl pH7.6, 100mM KCl, 

10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 40% Glicerol). Se agrega la 

muestra concentrada a los tubos de gradiente y se deja en la ultracentrífuga a 150000 

xg ON a 4̄  C. Se colectan fracciones de 100 ml y se analizan por SDS-PAGE. 

 

4.2.3.7. Purificación por exclusión molecular 

 

La cromatografía de exclusión molecular se basa en una fase estacionaria de un gel 

con cadenas hidrofílicas entrecruzadas formando poros por los cuales pasa la fase 

móvil. La separación se basa en las diferencias de los tamaños moleculares, las 

moléculas de menor tamaño son retenidas entre los poros del gel y eluyen más tarde 

de la columna, mientras que las moléculas más grandes primero
(132)

. 

 

Se reúnen fracciones concentradas y se purifica utilizando una cromatografía de 

exclusión molecular con la columna Superdex 200 de GE Healthcare Life Sciences. 

Primero se equilibra la columna con buffer TSDGA100 y luego se aplica la muestra. Se 

eluye con 1.1 volúmenes de columna de TSDGA100 colectando fracciones de 0.5 ml. 

 

4.2.3.8. Electroforesis no desnaturalizante en geles de poliacrilamida 

 

La electroforesis en gel de acrilamida se usa para separar moléculas de acuerdo a su 

movilidad en función del tamaño, estructura y carga (movilidad electroforética)
(127)

. 

Usando las condiciones nativas de las proteínas, la carga de cada una de ellas 

dependerá en la secuencia de aminoácidos (punto isoeléctrico) y pH durante la 

electroforesis, y por ende en su movilidad electroforética
(133)

.  

 

Se utiliza el protocolo de caracterización del proteasoma de Methods in 

Enzimology
(134)

. Se preparan los geles nativos (4.5% acrilamida, 90 mM Tris, 90 mM 

ácido bórico, 0.5 mM MgCl2, 5 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 1 mM ATP-MgCl2, 1% 

APS, 0,1% TEMED) utilizando espaciadores de 1.5 mm. Se cargan las distintas 

diluciones de la muestra en el gel con buffer de carga 5X (250 mM Tris-HCl, pH 7.2, 

50% glicerol, 0.05% azul de bromofenol) y se dejan corriendo por 3 horas y 30 

minutos a 4̄ C. Se fijan los geles con solución de fijación (50% etanol, 40% H2O, 

10% ácido acético) por 1 hora en agitación. Luego se tiñen los geles con una solución 

de 80% Coomassie coloidal y 20% etanol ON en agitación. Para finalizar se escanean 

los geles con ImageScanner LabScan de GE Healthcare Life Sciences y se analizan 

con el programa ImageQuantTL 8.1.  
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4.2.3.9. Ensayo de la actividad tipo quimotripsina  

 

7-amino-4-metilcumarino (AMC) es un fluoróforo con una ɚ de excitación entre 340 

y 360 nm y ɚ de emisi·n entre 440-460 nm. El AMC fluoresce muy débilmente 

cuando está unido por un enlace isopeptídico al carboxilo terminal de un péptido, sin 

embargo fluoresce fuertemente cuando dicho enlace es hidrolizado.  

 

suc-LLVY -AMC es un sustrato de la actividad tipo quimotripsina dado que presenta 

varios aminoácidos hidrofóbicos, produciéndose un corte luego del residuo de 

tirosina
(135)

. Se propone como ɚ  alternativa de emisión para el AMC 380 nm
(121)

. El 

Km propuesto para suc-LLVY -AMC es de 45.8 mM en proteasomas 20S sin activación 

previa con SDS
(136)

. Estudios con otras proteasas tipo tripsina y quimotripsina 

mostraron no tener efecto de inhibición en presencia de lactacistina
(80)

. También se 

probó que no inhibe la degradación mediante lisosomas in vivo
(137)

, sugiriendo que 

lactacistina interacciona con elementos estructurales ¼nicos de las subunidades ɓ 

catalíticas del proteasoma
(138)

. 

 

Se realiza el ensayo de actividad de las distintas fracciones eluidas incubando la 

muestra (1/100) y el sustrato fluorogénico suc-LLVY -AMC 100 mM en buffer FSB 

(20mM Tris-HCl pH 7.6, 10mM KCl, 10mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 

1mM DTT, 1mM ATP) a 37̄ C por 2 horas. Se mide la intensidad de fluorescencia 

del espectro de emisión a tiempo final en el Varioskan (excitación a 380 nm). 

 

4.2.3.10. Ensayo de la actividad deubiquitinasa 

 

Ub-AMC es un sustrato de un amplio rango de enzimas deubiquitinasas incluyendo 

hidrolasas C-terminal (Uch) y proteasas especificas de ubiquitina (Usp)
(139)

. Las dos 

DUBs asociadas al proteasoma 26S pertenecen a estas clases de DUBs. 

 

Se mezcla la muestra (1/100) y el sustrato fluorogénico Ub-AMC 1 mM en buffer de 

actividad (Tris 150 mM, pH 8.2, KCl 30 mM, Mg-acetatox4H2O 5 mM, MgCl2x6H2O 

5 mM). Se mide la intensidad de fluorescencia en curso temporal durante dos horas en 

el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 nm). 

 

4.2.3.11. Ensayo de inhibición con lactacistina y bAP15 

 

Lactacistina inhibe específicamente a las subunidades catalíticas del proteasoma 20S 

mediante la modificación de Trh1. bAP15 es una pequeña molécula capaz de inhibir 

específicamente a las DUBs asociadas al proteasoma Uch37 y Usp14, sin embargo, el 

mecanismo de inhibición no se conoce. Estas dos DUBs no están relacionadas, son de 

distintas clases y además, bAP15 no mostró efecto en estas DUBs purificadas 

(aisladas). Se sugiere que este inhibidor provoca leves alteraciones en las estructuras 

de las interacciones con el proteasoma, perdiendo su actividad sin desasociarse de él, 

dado que la actividad de las DUBs es regulada por la asociación al proteasoma
(140)

. 

Se realiza el ensayo de inhibición mezclando la muestra (1/10 y 1/100) con el 

inhibidor, lactacistina 100 mM o bAP15 50 mM, y el sustrato fluorogénico suc-LLVY -

AMC 100 mM en buffer de actividad. Se mide la intensidad de fluorescencia en curso 

temporal durante dos horas en el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 nm). 
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4.2.4. Ensayos de modulación de la actividad de proteasomas por ATP 

 

Se agregan distintas concentraciones de ATP (0, 2, 10, 25, 50, 100, 200, 1000, 2000, 

5000, 10000 y 16000 mM) a la muestra (1/100) en buffer de actividad con sustrato 

fluorogénico suc-LLVY -AMC 100 mM. Se mide la intensidad de fluorescencia en 

curso temporal durante dos horas en el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 

nm). 

 

4.2.5. Estudio de la modulación de la actividad en función de la concentración 

de la muestra 

 

Variando la dilución de la muestra varia concentración de enzima presente. Se mezcla 

la muestra (diluciones 1/10, 1/20, 1/50, 1/75, 1/100 y 1/200) y el sustrato fluorogénico 

suc-LLVY -AMC 100 mM en buffer FSB. Se mide la intensidad de fluorescencia en 

curso temporal durante dos horas en el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 

nm). 

 

4.2.6. Estudio de la modulación de la actividad de proteasomas por electrófilos 

 

Se estudia la dosis-dependencia de la modulación de las referidas partículas por 

electrófilos y su dependencia en la presencia de ATP.  

 

Se mezcla la muestra (1/100) en buffer de actividad (1 mM o 20 mM de ATP) con 

diferentes concentraciones de electrófilo (0, 1, 5, 10, 20 y 50 mM) y el sustrato 

fluorogénico suc-LLVY -AMC 100 mM. Se mide la intensidad de fluorescencia en 

curso temporal durante dos horas en el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 

nm). 

 

Alternativamente se mezcla la muestra (1/50) en buffer de actividad (1.02 mM o 20 

mM de ATP) con diferentes concentraciones 20 mM de electrófilo y el sustrato 

fluorogénico suc-LLVY -AMC 100 mM. Se mide la intensidad de fluorescencia en 

curso temporal durante dos horas en el Varioskan (excitación 380 nm, emisión 440 

nm). 

 

  




