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ZIMOGENOS FISIOLOGICOS

EL término “activacion de zimogenos” se aplico inicialmente a.

la activacion de los precursores de enzimas proteoliticas co-
mo el tripsindgeno, quimotripsindégeno o procarboxipeptidasas
(Neurath, 1957). Este mismo tipo de reaccidn ocurre en una gran
variedad de procesos biologicos, como la coagulacion de la san-
gre (Tankersley y Finlayson, 1984; Fisher, 1988), reacciones del
sistema del complemento (Miiller-Eberhard, 1988), activacion de
proinsulina a insulina (Holzer y Heinrich, 1980), asi como en la
de protirosinasa (Galindo y col. 1983; King y Flurkey, 1987). La
activacion de zimogenos presenta también aplicaciones en la te-
rapia farmacologica, asi por ejemplo, la administracion de activa-
dor tisular del plasminégeno (TPA) a un enfermo después de la
formacion de un trombo sanguineo en una arteria coronaria,
aumenta la probabilidad de sobrevivir a un ataque cardiaco (Van
de Werf y col., 1984).

La reaccion de activacion de zimogenos requiere la rotura ca-
talitica de uno o mas enlaces peptidicos por proteolisis limitada.
Este proceso es una reaccidn exergonica en condiciones fisiologi-
cas normales y tiene caracter irreversible, no existiendo reaccio-
nes opuestas que regeneren el mismo enlace peptidico hidrolizado
o que reinserten el péptido liberado correspondiente. En este sen-
tido, la activacion de zimégenos es un mecanismo de control del
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organismo que difiere, esencialmente, de las transiciones alostéri-
cas y de modificaciones covalentes reversibles (Stadtman, 1970).
La activacion de zimogenos afecta unidireccionalmente a cam-
bios en la célula y puede inducir nuevas funciones fisiologicas.

En algunos casos el proceso de activacion de zimdgenos cons-
ta de una sola reaccion, mientras que en otros el proceso implica
una cascada de reacciones, que sirve para amplificar un estimulo
y obtener una mayor respuesta fisiologica (Neurath, 1975).

En la Figura 1 se esquematiza un proceso de activacion de zi-
mogenos, siendo X, Y y Z los zimogenos que pueden ser conver-
tidos en su forma activa. La conversion del zimoégeno X a la en-
zima X, se inicia por un estimulo fisioldgico especifico. En la
cascada de activacion el producto de una reaccion actia como
catalizador de la siguiente. La secuencia de los acontecimientos
viene determinada por la especificidad de cada enzima y el grado
de amplificacion del estimulo inicial por la eficacia de cada pro-
ceso de activacion. Por ejemplo, suponiendo que una molécula
de X, puede producir 10° moléculas de Y,, y que ésta, a su vez
produce 10° moléculas de proteina activa, cada molécula de X,
originaria 10° moléculas de proteina activa. '

La activacion de los zimoégenos pancreaticos es un proceso en
cascada que consta de dos etapas. La enteropeptidasa activa ini-
cialmente el tripsinogeno a tripsina y éste activa, a su vez, a los
otros zimogenos: quimotripsinogeno, proelastasa, procarboxipep-
tidasa y profosfolipasa. En la Figura 2 se esquematiza este proce-

Estimulo

FIGURA 1
Representacion esquematica de una reacciéon de activaciéon
de zimégenos en cascada.
X, Y, Z: Zimégemos, X,, Y,, Z,: Enzimas activas.
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FIGURA 2
Activacion de zimégenos en el duodeno.

so de activacion. Otros ejemplos mas complejos de activacion de
zimobgenos en cascada se presentan en la coagulacion de la san-
gre (Mann y col., 1988) y en la activacion del sistema del com-
plemento, que provoca la citolisis de células bacterianas y tumo-
rales (Miiller-Eberhard, 1988).

REACCIONES DE ACTIVACION DE ZIMOGENOS

La activacion de zimdgenos por rotura proteolitica de uno o
varios enlaces peptidicos es un proceso enzimatico que requiere
la presencia de una enzima activante. Este proceso favorece la
constitucion y/o exposicion del sitio activo, relacionado con el
dominio funcional correspondiente que ya se encuentra en el zi-
mogeno. Asi, por ejemplo, la tripsina convierte el quimotripsino-
geno en quimotripsina y la enteropeptidasa cataliza la formacién
de tripsina a partir del tripsindgeno.

Generalmente, la enzima activante es distinta de la enzima ac-
tiva resultante de la activacion, dando lugar a un proceso de ac-
tivacion intermolecular sobre el zimogeno o proenzima. Se pue-
den dar casos de activacion reciproca, como ocurre, por ejemplo,
cuando la enzima calicreina activa el factor XII, acoplado a la
activacion de precalicreina por el factor Xlla (Fisher, 1988). Sin
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embargo, a veces la propia enzima activa puede actuar en una
reaccidon de autocatalisis sobre su precursor o zimdgeno, como
ocurre en el caso del tripsindgeno que también puede ser activa-
de por tripsina (Varén y col., 1990). En otros casos, los zimoge-
nos muestran bajos niveles de capacidad proteolitica que pueden
contribuir a la activacion de otras moléculas del propio zimoge-
no (Gertler y col., 1974; Kerr y col., 1975). Ambos procesos de
autoactivacion tienen caracter intermolecular (Silverber y col.,
1980). Aunque la eficacia catalitica de la autoactivacion es baja,
la naturaleza exponencial de la autocatalisis favorece que pueda
llegar a representar un factor importante en el proceso global de
activacion de zimogenos.

Algunos zimoégenos, como el pepsindgeno, sufren autoactiva-
cion intramolecular. La activacion del pepsindgeno sucede de
forma espontanea a pH inferior a 5. La etapa clave es la rotura

del enlace peptidico entre la leucina 16 y la isoleucina 17 (James
y Sieliecki, 1986).

MECANISMO DE LAS REACCIONES DE
ACTIVACION DE ZIMOGENOS

Muchos de los procesos de activacion de zimogenos se produ-
cen mediante un mecanismo Uni-Bi (Var6n et al., 1987) segun el
esquema:

k, k, k
E+Z &——2EZ ~ EE, —> E+E, @D

|

w

donde E es la proteasa activante, Z el zimogeno precursor, E, la
enzima activada y k; (i = 1, 2, 3 y —1) las constantes de velocidad
correspondientes a cada una de las etapas del mecanismo de re-
accion.

La proteasa activante, E, puede coincidir en algunos casos
con la propia enzima activa E,, siendo entonces un proceso auto-
catalitico de acuerdo con el esquema:

k k; Kk}
B+ Z¥=—=2EZ —~— EE — 2, a0

w

En muchos casos, se producen dos o mas reacciones en casca-
da, tal es el caso de la activacion del tripsindogeno. La cascada de
activacion puede ser representada por el siguiente esquema:



k, k;
E+Z &——®FE7 EE, ——E+E,
=~ @

K, K, K,
E,+ Z &=——=E7Z ~ — BEE— 2 (11)

Esquema I

El estudio de este tipo de mecanismos presenta la dificultad
de que, generalmente, ni la concentraciéon de la enzima activada,
E., ni la del péptido liberado, W, pueden ser seguidas experimen-
talmente con facilidad. El procedimiento usado normalmente es
la eliminacion periddica de alicuotas del medio de reaccién segui-
do de un ensayo de actividad de la enzima activada en la alicuo-
ta (Colom y Figarella, 1979; Garcia Moreno y col. 1991). La ac-
tividad de E, se determina midiendo la velocidad inicial de la
reaccion de E, con un sustrato apropiado. Este procedimiento,
ademas de ser laborioso esta expuesto a una gran diversidad de
errores, por ejemplo la reaccion de activacion contintia dandose
en la alicuota eliminada del medio de reaccion.

Estas reacciones pueden ser medidas indirectamente acoplan-
dolas a otra reaccién enzimatica en la que la enzima activa, E,,
actda sobre un sustrato cromogénico para dar un producto cro-
moforico que puede ser detectado espectrofotométricamente. Ge-
neralmente, la reaccion de la enzima, E,, sobre su sustrato A, si-
gue también un mecanismo Uni-Bi, de forma que el mecanismo
global es:

X k; k,
E+7Z &———F7 EE,—E+E,
= —E < @
w
K, k) K,
E.+ Z &———=E7 E,E, 2E,
K, T' - an
w
<——k'” < u 111
E,.+ A=—=EA EP ——E, +P
% ~ (1)
w

Esquema 11
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donde P y Q son los productos de la reaccion. La activacidén del
zimbgeno por su propia enzima activada, junto con la reaccion
de seguimiento, viene representado por el esquema:

K K, %
E, + Z+&=——=EzZ EE, —— 2E, (ID)
K, Y
w
Ky ky Ky
E.+ A&m——=EA » E.P >»E, + P (HI)
K, D
w
Esquema III

El estudio de estos mecanismos de reaccién es complejo, y la
determinacion de todas las constantes cinéticas del mismo pre-
senta numerosas dificultades. Sin embargo, en muchas ocasiones
la situacion se simplifica cuando una o mas de las constantes de
velocidad toma valores muy superiores a los de las demas. Pues-
to que el paso EZ — E,E, + W requiere la rotura de un enlace
peptidico y el paso E,E, — E, + E, es una simple desacilacion,
se cumple generalmente la relacion k>« k3 (Dixon, 1979; Cor-
nish-Bowden, 1988) y también k¥ < ki debido a que el sustrato
de estas enzimas suele ser una amida. Si, ademas, se cumplen las
condiciones de equilibrio rapido el mecanismo del Esquema II
queda reducido a:

K, k,
E+Z &———=2EZ —— E+E+W (I)
K; k;
E,+Z &———2*FZ — 2E,+W IDn
K} %
E,+ Ae—=———=FA —> E,+P+Q (11D)
Esquema IV
274 En estas mismas condiciones el mecanismo del Esquema III

quedaria reducido a:



K; k;
E+Z&———=FzZ-— > 25:+w 1D

Ky kY
E.+ A &——FA — E. +P+Q (n

Esquema V

El estudio cinético de un proceso de activacion de zimogenos
debe constar de varias etapas:

1. Analisis cinético del mecanismo, es decir, obtencion de
las ecuaciones analiticas que nos dan la evolucion de la
concentracion de productos Yy especies enzimaticas con el
tiempo.

2. Planteamiento de un disefio experimental para cada caso,
de acuerdo con las expresiones analiticas obtenidas. El dj-
seflo experimental consta de varias etapas. En una primera
etapa se realizan una serie de ensayos enzimaticos en los
que se comprueba el namero de términos exponenciales
significativos de la ecuacion de acumulacion de los produc-
tos. A continuacion se comprueba la respuesta del sistema
respecto a diversas magnitudes experimentales, y por ulti-
mo, se calculan las constantes cinéticas mmplicadas en el
mecanismo.

Como ejemplo, planteamos el estudio cinético del mecanismo
del Esquema V:

1. Analisis cinético

En condiciones iniciales (Z]o > [Elo y [Aly» [Z], se obtiene
que la acumulacidn de los productos viene dada por

[YI=8 (1-¢ (1)
donde

= _ (/K" [Eu)o [ALo
(k2 /K') [Z]o

A= ké [Z]O
K’ (1 + [A]o/K") + [E,],

@

€)
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2. Disefio experimental:
Ensayos de actividad enzimatica

En primer lugar, se realizan una serie de ensayos de actividad
enzimatica con diversos valores de [Ealo, [Z], y [A]o. De acuerdo
con el analisis cinético, el sistema evoluciona segiin una ecuacién
uniexponencial. Los ajustes, mediante regresion no lineal de las
curvas de progreso a la Eqn. 1, estan caracterizados por el para-
metro x* y pueden compararse mediante el test F, para compro-
bar que la introduccion de mas términos exponenmales en la
ecuacion correspondiente no mejora significativamente. Asi se
obtienen los parametros B y A.

Efecto de la concentracion de zimogeno

Esta etapa consiste en la realizacion de una serie de ensayos a
distintos valores de [Z]o, permaneciendo constantes [Ea], y [A].
Se puede comprobar la dependencia lineal de los parametros
—1/B y A respecto a [Z], (Eqn. 2 y 3).

Efecto de la concentracion de sustrato auxiliar

La realizacion de una serie de ensayos con diversos valores de
[Alo, manteniendo constante [E,]y y [Z]y, proporciona los parame-
tros cinéticos B y A para cada valor de [A],. Se puede comprobar
la dependencia lineal de los parametros —f y 1/A respecto a [A]y
(Eqn. 2 y 3).

Efecto de la concentracion de enzima activante

En esta etapa se realizan una serie de ensayos a [Z], y [A]o
constantes, variando el valor de [E,],. Se obtienen los valores de
los parametros B y A para cada valor de [E,},. El analisis por re-
gresion no lineal de los valores de A vs. [EJy, segin la Eqn. 3,
permite calcular los valore de K’ y k3. En una etapa previa se
pueden determinar los valores de K” y k%, a partir de una serie
de ensayos experimentales en los que las unicas especies presentes
al comienzo de la reaccion sean la enzima activa y el sustrato
auxiliar.
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