





ORGANIZACION
ESTRUCTURAL DE
PROTEINAS






ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE PROTEINAS

DIANA MONTES GRAJALES
MARIA CABARCAS MONTALVO
JESUS OLIVERO VERBEL



ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE PROTEINAS

Autor: Diana Montes Grajales, Maria Cabarcas Montalvo, Jests Olivero Verbel
ISBN: 978-958-5439-085

Rector: Edgar Parra Chacon
Vicerrector Académico: Federico Gallego Vasquez
Vicerrector de Investigaciones: Jesus Olivero Verbel
Vicerrector Administrativo: Orlando Alvear Cristancho
Secretaria General: Marly Mardini Llamas

547.75 / M764

Montes Grajales, Diana

Organizacion estructural de proteinas / Diana Montes Grajales, Maria Cabarcas Montalvo,
Jesus Olivero Verbel; Fredy Badran Padaui, editor -- Cartagena de Indias: Editorial
Universitaria, c2017

276 paginas.

ISBN: 978-958-5439-085

1. Proteinas - estructura 2. Aminoacidos — estructura 3. Proteinas — clasificacion 4. Sintesis
de los aminoacidos I. Montes Grajales Diana, II. Cabarcas Montalvo Maria, III. Olivero
Verbel Jesus, V. Badran Padaui Fredy, editor.

CEP: Universidad de Cartagena. Centro de Informacion y Documentacion José Fernandez
de Madrid.

Editor: Fredy Badran Padaui
Jetfe de Seccion de Publicaciones
Universidad de Cartagena
Disefio de portada: Jorge L. Barrios A.
Disefio de cubierta: Nadia Coronado Posada y Diana Montes Grajales
Grupo de Quimica Ambiental y Computacional
Facultad de Ciencias Farmacéuticas
&, Universidad de Cartagena, Sede Zaragocilla, Cartagena Colombia.
Bditerial  pit//www.reactivos.com/
s Diagramacion: Alicia Mora Restrepo

Primera Edicion: Cartagena, 2017.

Editorial Universitaria, Centro Calle de la Universidad, Cra. 6, N° 36 — 100, Claustro de San Agustin,
primer piso, Cartagena de Indias, 2017.

Impreso en Colombia — Printed in Colombia/ Se imprimieron 200 ejemplares

Todos los derechos reservados. Esta publicacion no puede ser reproducida ni en su todo ni en sus partes,
ni registrada o transmitida por un sistema de recuperacion de informacion, en ninguna forma, ni por
ningun medio sea mecanico, fotoquimico, electronico, magnético, electro - dptico, por fotocopia o
cualquier otro, sin el permiso previo por escrito de la editorial.



Dedicatoria

A todos los que trabajan por preservar la biodiversidad en el planeta.






CONTENIDO

CAPITULO 1. AMINOACIDOS

VISION GENERAL

FUNCION DE LOS AMINOACIDOS

ESTRUCTURA DE LOS AMINOACIDOS

QUIRALIDAD DE LOS AMINOACIDOS

ISOMERIA OPTICA DE LOS AMINOACIDOS

AMINOACIDOS CANONICOS O PROTEICOS

CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

INTERACCIONES ENTRE LAS CADENAS LATERALES DE LOS
AMINOACIDOS

COMPORTAMIENTO ACIDO-BASE DE LOS AMINOACIDOS
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA EL ESTUDIO DE LA
ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS AMINOACIDOS
CAPITULO 2. VISION GLOBAL DE LA ESTRUCTURA DE PROTEINAS
NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS

ESTRUCTURA PRIMARIA

ESTRUCTURA SECUNDARIA

ESTRUCTURA SUPERSECUNDARIA

ESTRUCTURA TERCIARIA

ESTRUCTURA CUATERNARIA

19
19
20
21
22
26
27
43
46

49
50

63
66
68
69
70
71
72



ESTRUCTURA QUINARIA

CAPITULO 3. ESTRUCTURA PRIMARIA
ENLACE PEPTIDICO

ESTRUCTURA DEL ENLACE PEPTIDICO
DIAGRAMA DE RAMACHANDRAN
CAPITULO 4. ESTRUCTURA SECUNDARIA
HELICE a

HELICE 31°

HELICE it

HOJA B

GIROS

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE

PROTEINAS

RECURSOS BIOINFORMATICOS PARA LA DETERMINACION DE LA

ESTRUCTURA SECUNDARIA
CAPITULO 5. ESTRUCTURA SUPERSECUNDARIA
ESTRUCTURA DE DOMINIO o

HORQUILLA aa

MANO E-F

HELICES ENROLLADAS

CUATRO HELICES EMPAQUETADAS

HORQUILLA B

HELICE B

MEANDRO B

BARRIL B

MOTIVO a-B

MOTIVO B-a-B

PLEGAMIENTO DE ROSSMANN

MOTIVO HELICE a-HEBILLA B

CAPITULO 6. ESTRUCTURA TERCIARIA

FUERZAS QUE ESTABILIZAN LA ESTRUCTURA TERCIARIA

73
81
84
85
88
103
104
109
110
110
113
113

115

129
130
130
132
132
134
135
135
136
137
139
140
141
142
149
151



CAPITULO 7. ESTRUCTURA CUATERNARIA

SIMETRIA CiCLICA

SIMETRIA DIEDRICA

SIMETRIA ICOSAEDRICA

SIMETRIA HELICOIDAL

CAPITULO 8. ESTRUCTURA QUINARIA

NUCLEOPROTEINAS

CROMOSOMAS

RIBOSOMAS

COMPLEJO DE CORTE Y EMPALME

CAPITULO 9. SINTESIS DE PROTEINAS

BIOSINTESIS DE LOS AMINOACIDOS

BIOSINTESIS DE LAS PROTEINAS

TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

SINTESIS QUIMICA DE AMINOACIDOS

CAPITULO 10. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE PROTEINAS

CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

MODELADO MOLECULAR

CAPITULO 11. IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS EN EL DISENO
DE FARMACOS

IDENTIFICACION DE BLANCOS MOLECULARES

SITIOS ACTIVOS COMO CAVIDADES DE UNION A FARMACOS
CAPITULO 12. BASES DE DATOS DE SECUENCIAS Y ESTRUCTURAS
PROTEICAS

RCSB PROTEIN DATA BANK (PDB)

UniProtKB

CENTRO NACIONAL DE INFORMACION DE BIOTECNOLOGIA
(NCBI)

CAPITULO 13. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS

161
164
164
164
165
173
174
175
176
178
185
187
189
190
192
197

199
202
203
209

212
214
221

222

224

226

233



PROTEINAS SIMPLES

PROTEINAS CONJUGADAS

PROTEINAS DERIVADAS

CAPITULO 14. ESTABILIDAD Y FLEXIBILIDAD ESTRUCTURAL DE
PROTEINAS

ESTABILIDAD ESTRUCTURAL DE LAS PROTEINAS
FLEXIBILIDAD DE LAS PROTEINAS

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

EVOLUCION DIVERGENTE Y CONVERGENTE
DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

INTERRUPTORES CONFORMACIONALES DE LAS PROTEINAS
CAPITULO 15. AMBIENTE QUIMICO DE PROTEINAS
INFLUENCIA DE LAS SALES SOBRE LA ESTRUCTURA DE LAS
PROTEINAS

CONDICIONES REDOX

pH

ESTABILIZACION DE LA ESTRUCTURA POR METALES
HIDRATACION

COFACTORES

INTERACCIONES PROTEINA-LIGANDO

GLOSARIO

233
235
236
241

241
245
248
249
251
254
261
262

263
264
264
265
266
267
271



PROLOGO

Este libro ha sido escrito con el objeto de acercar a estudiantes,
profesores e investigadores de diversas areas del conocimiento al
estudio de la estructura quimica de las proteinas, abordadas desde sus
diferentes niveles de complejidad. A través de una amena descripcién
de cada una de sus caracteristicas, explicadas con sumo detalle.

En conjunto, esta obra cuenta con numerosos ejemplos graficos
que aproximardn al lector a la arquitectura de las proteinas de una
manera visual. Sus imagenes fueron desarrolladas utilizando diversos
programas de modelado molecular, visualizacion de estructuras y otras
herramientas bioinformaticas empleadas diariamente en el proceso
investigativo de proteinas.

Los capitulos estan dispuestos estratégicamente para que el lector
pueda ir avanzando secuencialmente en el estudio de la organizacion
estructural de proteinas. Iniciando con la descripcién de los
aminodcidos, bloques estructurales de las proteinas, seguido por un
capitulo introductorio, que pretende proporcionar una vision global y
una breve descripcidon de la jerarquia estructural de estos biopolimeros.
Este no solo contribuira a la familiarizacion de quienes se inician en
el estudio de las proteinas, sino también servira como guia para la
unificacién de los capitulos subsecuentes, en donde seran tratados con



mayor profundidad cada uno de los niveles de organizacidn estructuraly
sus elementos constitutivos. Ademas, este ejemplar contiene capitulos
complementarios que describen la sintesis y biosintesis de proteinas,
la determinacién experimental de la estructura tridimensional
de proteinas por métodos instrumentales y computacionales, la
importancia de las proteinas en el disefio y desarrollo de farmacos,
asi como una introduccién a las bases de datos mas utilizadas para la
obtencidn de las coordenadas de las estructuras proteicas. Finalizando
con los temas, clasificacion, estabilidad y flexibilidad de proteinas e
influencia del ambiente quimico en la estructura tridimensional de las
mismas.

En la dltima seccién de algunos capitulos, seran abordados los
principales programas y estrategias computacionales utilizadas para el
estudio de cada uno de los componentes estructurales de las proteinas
con el fin de que el lector no solo domine la teoria, sino que se atreva
a participar en la dinamica de la extraccion de informacién funcional
y estructural, de estas macromoléculas tan importantes para la vida, a

partir de los conocimientos presentados en cada unidad.
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CAPITULO 1. AMINOACIDOS

VISION GENERAL

Los aminoacidos son compuestos orgdnicos bioldgicamente
importantes debido a que son la base del desarrollo de la vida tal
como la conocemos hoy en dia, suscitando gran interés cientifico a
lo largo de la historia. En este capitulo se realiza un recorrido por las
principales caracteristicas de los aminoacidos, los cuales conforman
diferentes tipos de proteinas con una asombrosa diversidad estructural
y funcional (Brown, 2004).

Existen cerca de 200 aminoacidos naturales caracterizados, presentes
en animales, plantas y microorganismos; sin embargo, solo veinte de
ellos se utilizan en la sintesis de proteinas. Ademas, la oxidacion de
las cadenas laterales de aminodcidos permite la produccién sintética
de nuevos aminoacidos, muchos de los cuales pueden escapar a
la deteccidn de la maquinaria celular y llegar a ser incorporados de
manera errénea en cadenas polipeptidicas crecientes (Rodgers y
Shiozawa, 2008).

En 1806 fue descubierto el primero de ellos en la naturaleza, la
asparagina, por los quimicos franceses L.N. Vauquelin y P.J. Robiquet.
Luego, en 1820, la glicina fue el primer aminoacido aislado mediante
hidrélisis de proteinas (gelatina) con acido sulfurico por el quimico
francés H. Braconnot. Finalmente, en 1925, fue descubierta la treonina,
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el Ultimo de los veinte aminoacidos requeridos para la biosintesis de
proteinas (Gaiassi y Prati, 2009).

En la década de los 50, Miller realizd6 experimentos para producir
aminoacidos, imitando las condiciones de la tierra primitiva. Para
ello, hizo circular metano (CH,), amoniaco (NH,), agua (H,0) e
hidrégeno (H,) por electrodos que emitian una descarga eléctrica. El
resultado fue la obtencion de aminoacidos como glicina, a-alanina y
B-alanina identificados por cromatografia de papel (Miller, 1953). Mas
recientemente, en 2009, cientificos de la NASA descubrieron glicina
en muestras del cometa 81P/Wild 2 obtenidas por la nave Stardust
(Elsila et al., 2009). Esta fue la primera deteccidon de un aminoacido
en un cometa. Lo cual es de gran importancia para los astrobidlogos,
ya que con ello soportan la teoria en la que sugieren que parte de los
ingredientes de la vida se formaron en el espacio, y fueron enviados
a la Tierra mucho después por impactos de cometas y meteoritos,
contribuyendo al inventario de compuestos prebidticos (Elsila et al.,
2009).

FUNCION DE LOS AMINOACIDOS

Los aminoacidos son considerados los bloques estructurales de
las proteinas. Cada uno de ellos tiene diferentes caracteristicas en
términos de forma, volumen, reactividad quimica, entre otros. De tal
modo que, cada sustitucién de un aminoacido tiene el potencial de
afectar la funcién de las proteinas (Ng y Henikoff, 2003).

Debido a que pueden tener multiples funciones especificas, estos
mondmeros constituyen una importante familia de productos
naturales y moléculas esenciales en muchas areas de investigacion
(Luo et al., 2010). Por lo tanto, no deben ser vistos simplemente como
las unidades estructurales para la sintesis de proteinas, sino también
como moduladores de una variedad de procesos celulares (Battezzati
y Riso, 2002). Por ejemplo, la neurotransmisién de aminodacidos
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excitatorios es un componente esencial de la linea de transmisiéon
neuroendocrina, que regulalahormona luteinizante hipofisariaanterior
y la hormona foliculo-estimulante. Aminoacidos excitatorios, como el
glutamato y el aspartato, se encuentran en concentraciones grandes
en terminales presindpticas de una variedad de nucleos hipotalamicos
importantes, incluyendo el arqueado, supraquiasmatico, supradptico,
paraventricular y el drea predptica (Brann y Mahesh, 1994).

Ademas, los aminodcidos son compuestos farmacéuticos importantes
y productos de partida para la sintesis orgdnica. Los D-aminodcidos
en particular, son importantes precursores para la produccion de
antibidticos y otros farmacos. Estos son empleados, también, en la
fabricacion de aditivos de alimentos y agroquimicos (Findrik y Vasi¢-
Racki, 2008). Por su parte, los aminodacidos aromaticos (fenilalanina
y tirosina) son los precursores de las hormonas tiroideas, las cuales
participan en la regulaciéon del metabolismo en todos los vertebrados
(Pinto et al, 2010).

ESTRUCTURA DE LOS AMINOACIDOS

Los aminodcidos estdn conformados por datomos de carbono,
hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y azufre (Cherian y Nair, 2010). Se
definen como sustancias organicas que contienen grupos amino
(-NH,) y carboxilo (-COOH) en su estructura. Los diferentes atomos de
carbono presentes se nombran de manera secuencial de acuerdo con
el alfabeto griego. Si el grupo amino esta unido al carbono adyacente
al grupo carboxilo, llamado carbono a (alfa), entonces el aminoacido
se denomina a-aminoacido. Del mismo modo, si el grupo amino esta
unido al carbono B- (beta), y- (gamma), 6- (delta) o &- (épsilon), el
aminoacido se denominara B-, y-, 6- o e-aminodcido, respectivamente
(Figura 1.1).
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Grupo Acido
Carboxilico

Grupo
Amino

\ Y J/

Cadena Lateral

Figura 1.1. Estructura general de los aminodcidos.

En los a-aminoacidos, ademas de los grupos amino y carboxilo unidos
al carbono a, a este también se enlaza la cadena lateral, denotada con
la letra R, la cual puede ser de diferentes tipos. La variedad de grupos
funcionales en la cadena lateral de cada uno de ellos los diferencia
entre si y les confiere diversidad estructural y funcional a las proteinas
(Devlin, 2004). Asimismo, la sustitucidn de un solo aminoacido puede
ser suficiente para cambiar la especificidad de una proteina (Vasudevan
et al, 2004), debido a que altera sus propiedades fisico-quimicas vy, por
lo tanto, su interaccién con otros residuos (Gromiha y Selvaraj, 2002).

QUIRALIDAD DE LOS AMINOACIDOS

La quiralidad es un concepto introducido por William Thomson en
1894 para designar objetos que no son superponibles con su imagen
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especular. Estd a menudo asociada con la presencia de carbonos
asimétricos o centros quirales (Wagniére y Re, 2008), los cuales estan
unidos a cuatro sustituyentes diferentes, tal como se muestra en la
Figura 1.2 (Wagniere y Re, 2008). A excepcion de la glicina, que no
tiene un centro quiral porque la cadena lateral esta representada por
un atomo de hidrégeno, todos los demds aminoacidos tienen uno en
el carbono a, lo que impide que puedan superponerse con su imagen
especular (Campbell y Farrell, 2004); incluso haciendo rotaciones en la
molécula original. De hecho, al intentar realizar una rotacion de 180°
en el plano del papel, tal como se muestra en la Figura 1.2, el &tomo
de color cian (azul verdoso) se orientaria hacia la parte posterior
diferencidndolo de su configuracion especular. Esta disposicidn Unica
se conoce como la configuracion absoluta del centro quiral, y las dos
imagenes especulares como sus isomeros opticos, o enantiomeros.

Figura 1.2. Quiralidad de los aminoacidos. (A) Posicién del carbono alfa en la
estructura general de los a-aminodcidos. (B) Imagen especular del anterior, no
superponible.
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Las moléculas quirales se producen como dos isémeros posibles,
levégiras o dextrogiras dependiendo de si desvian la luz polarizada
hacia la izquierda o derecha, respectivamente (Brown et al., 2004),
propiedad que serd revisada con mas detalle en el siguiente apartado.
También pueden ser clasificados como Ly D, de acuerdo con el sistema
de configuracién relativa de Fischer (Noorduin et al., 2008). Un dato
que llama la atencién respecto al origen y la evolucién de la vida, es
gue todos los aminoacidos bioldgicos son levdgiros (excepto la glicina
que no tiene actividad dptica) (Voet et al., 2007), mientras que los
acidos nucleicos son dextrogiros (Paredes-Lopez y Orihuela, 2008).

Fischer, propuso una notacion abreviada para las configuraciones
de las moléculas, conocida como proyecciones de Fischer. En esta
convencion, los enlaces horizontales en negrilla se extienden por
encima del plano del papel, mientras que los verticales punteados lo
hacen por debajo (Voet et al., 2007). Para determinar la configuracién
relativa de los a-aminoacidos, la posicion de los grupos amino,
carboxilo, cadena lateral (R) y &tomo de hidrégeno (H) que rodean al
atomo de carbono alfa, se compara con los grupos hidroxilo, aldehido,
-CH,OH y -H del gliceraldehido, respectivamente (Figura 1.3). Por
tanto los L-aminodcidos tienen la misma configuracidn relativa del
L-gliceraldehido.

También es interesante notar cdmo algunos receptores son sensibles
solo a uno de los dos isémeros. Un ejemplo de ello es el receptor
especifico del gusto T1R1+3 encontrado en mamiferos y humanos, el
cual solo reconoce a los L-aminodcidos al responder a la mayoria de los
veinte aminodcidos proteicos, y producir un sabor dulce (umami) en
humanos, pero no a sus D-enantidmeros u otros compuestos (Nelson
et al., 2002).

En la naturaleza, los aminoacidos individuales pueden tener
la configuracién D o L, no obstante, las proteinas poseen casi
exclusivamente aminoacidos con esta ultima. En compuestos no
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proteicos de plantas, hongos y microorganismos existen algunos de
configuracién D, que no son comunes en los animales, y no aparecen
en ninguna de sus proteinas.

A. CHO B. CHO
HO—é—H H-—(}—-OH
CH,OH CH,OH
C. D
COOH COOH
a % o ?
NH, s C ——m H Hw C —mNH,
R R

Figura 1.3. Proyecciones de Ficher. (A) L-gliceraldehido. (B) D-gliceraldehido. (C)
L-aminoacidos. (D) D-aminoacidos.

Los aminoacidos que componen los péptidos y proteinas naturales
son conocidos como L-a-aminoacidos y generalmente son formulados
como H,NCH(R)CO,H (Mallakpour y Dinari, 2011). Los L-aminoacidos
ademas de ser las unidades estructurales de las proteinas, participan
en la biosintesis de precursores de muchas moléculas y actian como
combustible metabdlico (Nelson et al., 2002). Aparte de los veinte
aminodacidos proteinogénicos, cientos de estas moléculas han sido
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descubiertas en forma libre o como componentes de productos
naturales (Luo et al., 2010).

Los D-aminodacidos son ampliamente conocidos por su funcién como
componentes de la pared celular bacteriana y por ser intermediarios
importantes para un gran numero de quimicos finos, tales como
farmacos, agroquimicos, y aditivos alimentarios (Okazaki et al., 2007),
asi como de varios productos fermentados como yogurt, queso, vino
y cerveza (Kato et al.,, 2011). Ademas, ciertos D-aminoacidos como
la D-serina y el D-acido aspartico existen en altas concentraciones
en eucariotas y juegan un papel importante en muchos procesos
fisiolégicos. Por ejemplo, en los mamiferos, la D-serina contribuye a
funciones como la memoria y el aprendizaje y el D-acido aspartico
participa en funciones como la regulacién de la secrecién de las
hormonas y la fertilizacién en mamiferos (Kato et al., 2011).

ISOMERIA OPTICA DE LOS AMINOACIDOS

Los materiales quirales son épticamente activos, es decir, desvian el
plano de la luz polarizada; el dextrégiro hacia la derecha, representado
por el signo positivo (+) y el levégiro hacia la izquierda, denotado
por el negativo (-) (Guerrero, 2001). Las moléculas que poseen estas
caracteristicas tienen, al menos, un centro quiral (Batmanian et al.,
2009). Losisdmeros 6pticos tienen propiedades fisicoquimicas idénticas
(aparte de su actividad) y no pueden ser separados por cristalizacién
o destilacion fraccionada. En general, su comportamiento quimico
también es similar, aunque ellos difieren en algunas reacciones,
especialmente las involucradas en procesos biolégicos (Daintith, 2004).

Para determinar la isomeria 6ptica de una sustancia se utiliza un
espectropolarimetro (Figura 1.4), en el cual la luz es producida por
una fuente luminosa que después de atravesar un polarizador o lente,
permanece vibrando en una sola direccidn, es decir, se polariza. La luz
atraviesa una solucién de la muestra colocada entre el primer filtro
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y un segundo filtro de polarizacién (tubo de muestra). El angulo de
rotacion producido por la sustancia analizada puede determinarse
haciendo girar el segundo filtro hasta que ocurra la maxima transmision
luminosa. La magnitud y el sentido de rotacién son propiedades fisicas
caracteristicas del isdbmero 6ptico que se estudia (Kotz et al., 2005).
De tal modo que, si la muestra no afecta el plano de polarizacion, se
dice que el compuesto es dpticamente inactivo, por el contrario si
desvia el plano de polarizacion, se dice que es dpticamente activo. Si
la rotacidn del plano y por consiguiente, el giro de la segunda lente es
hacia la derecha (en el sentido de las manecillas del reloj), la sustancia
es dextrogira, si la rotacion es hacia la izquierda (en contra de las
manecillas del reloj) es levégira (Morrison y Boyd, 1998).

Rotaciéon
observada

(N

Analizador

Fuente
de luz

Tubo de

. muestra
Polarizador

Figura 1.4. Esquema de un espectropolarimetro.

AMINOACIDOS CANONICOS O PROTEICOS

De los aminoacidos presentes en la naturaleza, solo veinte tienen una
alta tasa de aparicién en las estructuras proteicas. Los seres humanos
tienen la capacidad de producir aproximadamente la mitad de los
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veinte aminoacidos candnicos. Los demas, llamados aminoacidos
esenciales, deben obtenerse de fuentes externas en la alimentacion
(Myers, 2003).

Debido a las variaciones en sus cadenas laterales, los aminoacidos
presentan diferentes propiedades quimicas y funciones fisioldgicas.
Sin embargo, los a-aminoacidos no proteicos (por ejemplo, ornitina,
citrulina, y homocisteina) y los no a-aminoacidos (por ejemplo, taurina
y B-alanina), también juegan un papel importante en el metabolismo
celular (Wu, 2009). Algunos autores, incluyen la selenocisteina como un
aminoacido de este tipo, debido a que han sido reportadas veinticinco
proteinas humanas que contienen este aminodcido; a diferencia de
los demds, este contiene selenio en su cadena lateral. La glutatién
peroxidasa, es una de ellas, proteina importante para proteger al
organismo del efecto degradante de los hidroperdxidos formados de
forma enddégena (Porter, 2007).

Los nombres dados a los aminoacidos candnicos o proteicos tienen
diferentes origenes, algunos se debenala historia de sudescubrimiento,
sus caracteristicas, tales como apariencia, sabor, y estructura quimica,
sus fuentes de aislamiento, o a los precursores de su sintesis quimica
(Wu, 2013). A continuacion sera presentada una breve descripcion de
cada uno de estos aminodcidos, junto con imagenes de su estructura en
2Dy 3D. El codigo de colores empleado denota los atomos presentes.
El oxigeno estd representado con color rojo, el nitrégeno con azul,
el azufre con amarillo y el hidrégeno con blanco, los demas dtomos
corresponden al carbono. Esta convencidn seguira siendo utilizada a
lo largo del libro. Las propiedades fisico-quimicas de cada uno de ellos
son resumidas en la Tabla 1.1.
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Nombre Formula Peso molecular Punto isoeléctrico
molecular (Da)
Glicina C,H.NO, 75.07 5.97
Alanina C,H.NO, 89.09 6.00
Serina C,H.NO, 105.09 5.68
Prolina C,HNO, 115.13 6.30
Valina C,H,,NO, 117.15 5.96
Treonina C,HNO, 119.12 5.64
Cisteina C,H.NO_S 121.15 5.02
Isoleucina C,H,.NO, 131.17 5.94
Leucina CH,.NO, 131.17 5.98
Asparagina C,H,N.O, 132.12 5.41
Acido aspartico C,H,NO, 133.10 2.77
Glutamina C.H,N,O, 146.15 5.65
Lisina CH, N0, 146.19 9.59
Acido glutamico C.H,NO, 147.13 3.22
Metionina C,H, NOS 149.21 5.74
Histidina C,H,N.O, 155.16 7.47
Fenilalanina C,H,,NO, 165.19 5.48
Arginina CH,N,0, 174.20 11.15
Tirosina C,H,,NO, 181.19 5.66
Triptofano C,H,N.O, 204.23 5.89

Tabla 1.1. Propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos.

Glicina. La glicina (dcido aminoacético) (Figura 1.5) es el aminoacido
mas pequeiio, flexible y estructuralmente simple, debido a que su
cadena lateral corresponde solamente a un H, lo que genera el minimo
impedimento estérico posible (Kontermann, 2012). Ademas, es el Unico
gue no exhibe quiralidad debido a que tiene dos dtomos de hidrégeno
unidos a su carbono a (Campbell y Farrell, 2004). Ademas, este es
el neurotransmisor inhibitorio mas importante de la médula espinal
y el tallo cerebral (Xu y Gong, 2010). Su nombre proviene del sabor
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que posee. En 1820, H. Braconnot fue el primero en aislarla mediante
hidrdlisis acida de gelatina, y descubrid que esta sustancia es tan dulce
como la glucosa (Wu, 2013).

A. 0
H2N—CH—L|—0H

H

Figura 1.5. Estructura de la glicina (Gly, G). (A) 2D. (B) 3D.

L-Alanina. La alanina (acido a-aminopropidnico) es un aminoacido
alifatico (Lackie, 2007). Su cadena lateral es un grupo metilo (-CH,), por
lo cual es hidrofébico y el aminoacido quiral mds pequefio que aparece
normalmente en las proteinas (Jena et al, 2011). Sus estructuras
bidimensional y tridimensional son mostradas en la Figura 1.6. Este
aminodcido es utilizado en algunas infusiones aromaticas como
potencializador del sabor (Yada, 2004).

A.

o}
|

H,N =——CH—C ——OH

CH,

Figura 1.6. Estructura de la L-alanina (Ala, A). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Serina. La serina (acido a-amino-B-hidroxi-propionico) (Figura 1.7)
es un aminoacido no esencial (Shigemi et al., 2008) que posee muchas
funciones metabdlicas durante las diferentes etapas de desarrollo. Su
nombre deriva de la sericina, proteina de la seda de la cual fue aislada
a través de hidrélisis (Wu, 2013). Es precursor de los aminoacidos
glicina y cisteina; y participa en la sintesis de proteinas, nucledtidos,
neurotransmisores y lipidos (Tabatabaie et al., 2010). En las células de
mamiferos, la L-serina se sintetiza a través de la ruta de fosforilacion
del glicerato, partiendo del 3-fosfoglicerato derivado de la glicdlisis
(Antflick et al., 2009).

A. o) B.
HZN—CH—Ll—OH

|

CH,

|

OH

Figura 1.7. Estructura de la L-serina (Ser, S). (A) 2D. (B) 3D.

L-Prolina. La prolina (acido pirrolidina-2-carboxilico) (Figura 1.8)
es el unico de los veinte aminodcidos esenciales que contiene un
sustituyente amino ciclado en su cadena lateral, lo cual restringe
su forma conformacional (Gkikas et al., 2011). Este acido imino es
encontrado en aproximadamente el 38% de estructuras desordenadas,
26% de hélices, 23% de giros y 13% de hojas beta (Dugave, 2007),
e influye notoriamente en la arquitectura de las proteinas que lo
contienen (Sapse, 2000).
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HN

Figura 1.8. Estructura de la L-prolina (Pro, P). (A) 2D. (B) 3D.

L-Valina. Lavalina (acido a-aminoisovalérico) es un aminodcido esencial
que tiene un efecto estimulante. Es necesario para el metabolismo
muscular, la reparacidn de tejidos y contribuye a mantener el balance
apropiadodenitrégenoenelcuerpo(Balchetal.,2006). Este aminoacido
tiene una cadena lateral hidrofébica constituida por un grupo isopropil
(National Research Council, 2011), que se estabiliza energéticamente
al interaccionar con otras moléculas con la misma propiedad, razén
por la cual puede ser encontrada en los bolsillos hidrofébicos de las
proteinas (Kreuzer y Massey, 2008) (Figura 1.9).

A. o B.
H,N=——CH—C —— OH
CH—CH,

CHs

Figura 1.9. Estructura de la L-valina (Val, V). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Treonina. La treonina (4cido a-amino-B-hidroxibutirico) (Figura
1.10) es un aminodcido estrictamente indispensable, lo que implica
que las funciones en las que interviene dependerdn del suministro
dietético (Taylor-Pickard et al., 2008). La produccion mundial es de
aproximadamente 13.000 a 14.000 toneladas anuales y es usado como
aditivo en comida para animales, medicina, alimentos y cosméticos
(Dworkin y Falkow, 2006).

A. o B.
H2N—CH—|C|—OH

tH—ot

L ¢

Figura 1.10. Estructura de la L-treonina (Thr, T). (A) 2D. (B) 3D.

L-Cisteina. La cisteina (acido a-amino-B-mercaptopropidnico)
(Figura 1.11) posee un grupo tiol (-SH) que es Unico entre los veinte
aminoacidos. Suele formar puentes disulfuro con otros residuos de
cisteina (Voet y Voet, 2006), dicha unidn consiste en un enlace de tipo
covalente entre los dtomos de azufre, que contribuye al plegamiento
de la cadena polipeptidica. Cabe resaltar que cuando la cisteina no se
encuentra formando parte de un puente disulfuro, su cadena lateral
es hidrofoba (Sadava, 2009). Es precursor del glutatién, fundamental
para el control del estrés oxidativo celular (Jain et al., 2009). El
nombre cisteina fue escogido para este aminoacido debido a que es
el producto de la reduccién de la cistina (kystis palabra griega para
vejiga), componente de los cdlculos vesicales (Wu, 2013).
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A. 2 B.
I

H;N=—CH—C —O0H

CH,

SH

Figura 1.11. Estructura de la L-cisteina (Cys, C). (A) 2D. (B) 3D.

L-Isoleucina. La isoleucina (acido a-amino-B-metilvalérico) (Figura
1.12) presenta centros quirales en los carbonos a y B, y cuatro
estereoisdmeros; sin embargo, solo uno aparece en las proteinas
(Cernicharo et al., 2011; Garrett y Grisham, 2012). En 1907, F. Ehrlich
demostrod que la isoleucina tiene la misma composiciéon quimica que la
leucina pero diferentes propiedades fisicoquimicas, tales como punto
de fusidn, actividad dptica, y solubilidad. Dada la naturaleza hidrofébica
de su cadena lateral voluminosa (-CH,CH(CH,),) tiende a ubicarse en el
interior de las proteinas globulares solubles en agua, estabilizando la

estructura tridimensional de las mismas (Bhagavan, 2002).

A. B.
0]

HyN——CH—C——OH

Figura 1.12. Estructura de la L-isoleucina (lle, 1). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Leucina. La leucina (acido a-aminoisocaproico) (Figura 1.13) es un
aminoacido esencial de cadena ramificada apolar alifatica y voluminosa
(Miller-Esterl, 2009), correspondiente a un isobutilo (Webb, 2008).
El término leucina fue utilizado por H. Braconnot en 1820, para
indicar la sustancia cristalina blanca obtenida por hidrdlisis acida de
proteina luego de la adicién de alcohol. Este aminoacido activa la
via de sefalizacion mTOR (diana de la rapamicina en mamiferos), un
regulador del crecimiento celular. De acuerdo con varios reportes, la
ingesta de leucina durante el embarazo aumenta significativamente el
peso corporal embrionario, causando hiperglucemia e hipoinsulinemia
fetal (Rachdi et al., 2012).

A. o B.
H,N——CH—C —0OH
CH,
CH—CHj
CH,

Figura 1.13. Estructura de la L-leucina (Leu, L). (A) 2D. (B) 3D.

L-Asparagina. La asparagina (acido a-aminosuccindmico) (Figura 1.14)
es un aminodcido no esencial (Wendisch, 2007), analogo estructural
del acido aspdartico cuyo grupo lateral presenta un grupo carboxilo y
un grupo amida, el cual no se puede protonar a pH fisiolégico (Devlin,
2004). Este fue aislado por primera vez en 1806 de jugo de esparragos
por los quimicos franceses L.N. Vauquelin y P.J. Robiquet (Wu et al.,
2013).
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Al B.
(0]

H,N —— CH—C — OH

CH,

c=—o0

NH,

Figura 1.14. Estructura de la L-asparagina (Asn, N). (A) 2D. (B) 3D.

L-Acido aspartico. El 4cido aspartico (acido a-amino succinico) (Figura
1.15) es un aminodcido natural, cargado negativamente, debido a
que contiene un grupo carboxilo unido al carbono a a través de un
grupo metileno (=CH,) (Devlin, 2004). Actiia como neurotransmisor en
el sistema nervioso central (Braverman et al., 2003) y juega un papel
critico en el ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs, durante el cual otros
aminodcidos como la asparagina, arginina, lisina, metionina, treonina
e isoleucina son sintetizados (Mandal et al., 2010).

A. (¥

H,N——CH—C —OH

CH,

c—oO

OH

Figura 1.15. Estructura del L-4cido aspartico (Asp, D). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Glutamina. L-glutamina (dcido a-aminoglutaramico) (Figura 1.16)
es un aminodcido neutro, abundante en tejidos de mamiferos y con
una alta tasa de aparicion en las proteinas (Wong et al., 2011). Puede
ser sintetizado por el cuerpo a través de la glutamina sintetasa, que
convierte el amoniaco y el glutamato en glutamina (Kroner, 2011).
Es facilmente transportado a través de las membranas bioldgicas
y cumple diversidad de funciones en el organismo, sirviendo como
intermediario envariasrutas metabdlicas, laformacién delas proteinas,
el transporte de nitrégeno aminico y amoniaco, como sustrato en la
gluconeogénesis y amoniogénesis, y como fuente de combustible en
los eritrocitos del intestino (Harris et al., 2012).

c—o

NH,

Figura 1.16. Estructura de la L-glutamina (GIn, Q). (A) 2D. (B) 3D.

L-Lisina. La L-Lisina (4cido a-e-diaminocaproico) (Figura 1.17)
corresponde a uno de los aminoacidos esenciales de la dieta. Las
fuentes de lisina incluyen carne, pescado, huevos, nueces, soya y
leche, y es el Unico aminodcido candnico con dos grupos amino
(Ronzio, 2003) y una cadena lateral de butilamonio (Voet et al., 2007).
Al igual que la arginina y la histidina, es aceptor de electrones y a
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pH fisioldgico, su cadena lateral se encuentra totalmente ionizada y
cargada positivamente (Batmanian et al., 2009).

A 0
g ” B.

H,N——CH—C —OH

NH,

Figura 1.17. Estructura de la L-lisina (Lys, K). (A) 2D. (B) 3D.

L-Acido glutamico. El 4cido glutdmico (dcido a-aminoglutdrico) (Figura
1.18) es un aminoacido dicarboxilico no esencial (Micheli, 2006).
Contiene un grupo carboxilo unido por dos grupos metilenos (Devlin,
2004). Fue aislado por primera vez del gluten de trigo hidrolizado,
especificamente de la proteina gliadina. Es el principal y mas abundante
neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central de los
mamiferos, precursor de varias moléculas de interés bioldgico como
el glutatidn, el 4cido félico y el 4cido y-amino butirico (GABA) (Patifio,
2008).
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A. o B.

HN=—CH—C——OH

CH,

CH,

c—oO

OH

Figura 1.18. Estructura del L-acido glutamico (Glu, E). (A) 2D. (B) 3D.

L-Metionina. La metionina (dcido a-amino-y-metiltiobutirico) (Figura
1.19) es un aminodcido esencial con actividad antioxidante (Wu et al.,
2012), componente fundamental del cabello, piel y ufias (Rack, 2008).
Junto con la cisteina, son los Unicos aminodcidos que contienen azufre
en su estructura. Presenta un grupo tioéter no polar en la cadena
lateral, la cual es poco activa. Puede interactuar con otros aminoacidos
hidrofébicos pudiendo tener un rol en el reconocimiento e interaccién
de ligandos hidrofébicos en el sitio activo de proteinas (Barnes, 2007).

0
H,N=——CH =—C ——OH

H,

O () s () . ()

H,

Figura 1.19. Estructura de la L-metionina (Met, M). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Histidina. La histidina (dcido a-amino-B-imidazol propiénico) (Figura
1.20) es el aminoacido mas comun en el sitio activo de las proteinas
y en zonas de unidn a metales como el zinc. Es ideal para sistemas de
transferencia de carga, tales como los que estan dentro de las triadas
cataliticas de algunas enzimas (grupo de tres residuos de aminodcidos
encontrados en el interior del sitio activo) por la facilidad con que los
protones pueden ser transferidos dentro y fuera de la histidina (Barnes,
2007).

A. 0 B.

H,N——CH—C——OH

Figura 1.20. Estructura de la L-histidina (His, H). (A) 2D. (B) 3D.

L-Fenilalanina. La fenilalanina (acido a-amino-B-fenil propidnico)
(Figura 1.21) es un aminoacido aromatico debido a la presencia de un
anillo bencénico en su cadena lateral. Constituye aproximadamente
el 5% de las proteinas (Hernandez, 2010). Es esencial para los seres
humanos, asi como para otros mamiferos (Zhou et al.,, 2010) en
la formaciéon de las proteinas y varios metabolitos importantes.
Puede transformarse en tirosina y posteriormente en las hormonas
suprarrenales, entre ellas la epinefrina y la norepinefrina que también
actian como neurotransmisores (Campbell y Farrell, 2004).
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o)
A. | B.
HyN——CH—C ——OH

CH,

Figura 1.21. Estructura de la L-fenilalanina (Phe, F). (A) 2D. (B) 3D.

L-Arginina. La arginina (acido a-amino-6-guanidinovalérico) (Figura
1.22) se considera un aminoacido esencial (Boudko, 2012). Actiia como
estimulante potente de los érganos secretores (secretagogo) para la
hormona de crecimiento, la insulina y la prolactina. Es el precursor del
6xido nitrico, un vasodilatador sintetizado en el endotelio que regula
la agregacion de plaquetas (Restrepo, 2006). Este aminoacido tiene un
grupo guanidino con una pronunciada basicidad en su cadena lateral
(Rodriguez, 2008).

o]
A. B.

H,N——CH—C —OH

CH,

CH,

CH,

NH

C—NH

NH,

Figura 1.22. Estructura de la L-arginina (Arg, R). (A) 2D. (B) 3D.
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L-Tirosina. La tirosina (acido a-amino-B-hidroxi-fenil propiénico)
(Figura 1.23) es un aminodcido aromatico con un grupo hidroxilo
débilmente acido, por lo que suele encontrarse en la superficie de
las proteinas. La fosforilacidon del grupo hidroxilo de la L-tirosina es
importante para la regulacién de algunas vias metabdlicas (Baynes
y Dominczak, 2011). Este, ademds de ser uno de los mondémeros
que conforman las proteinas, es un precursor de neurotransmisores
importantes como la dopamina, epinefrina y norepinefrina (Croft,
2003), asi como de compuestos valiosos para la industria quimica,
alimentaria, farmacéutica y cosmética (Chavez-Béjar et al., 2012).

o)
H;N—CH—C—0H

CH,

OH

Figura 1.23. Estructura de la L-tirosina (Tyr, Y). (A) 2D. (B) 3D.

L-Triptéfano. El triptéfano (acido a-amino-B-3-indol propidnico) (Figura
1.24) es un aminoacido neutro (Mendelsohn et al.,, 2009), esencial
para la produccidn del neurotransmisor serotonina, la neurohormona
melatonina y la vitamina B3 (De Graaf, 2008). Quimicamente es
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un aminoacido aromatico con un grupo indol, distinguido por su
apolaridad y gran tamario (Voet y Voet, 2006).

(0]
H,N—CH—C—0OH

CH,

4

HN

Figura 1.24. Estructura del L-triptéfano (Trp, W). (A) 2D. (B) 3D.

CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

La clasificacién funcional separa a los aminodacidos en cuatro grupos:
polares, no-polares, acidos y bases. Esta polaridad o no polaridad
determina cémo seran incorporados los aminoacidos en las proteinas
(Eastwood, 2009). Sin embargo, existen diferentes criterios de
clasificacion delosaminoacidos. Basadosenlanaturalezade suscadenas
laterales, pueden clasificarse en aminodcidos con grupos aromaticos:
fenilalanina, tirosina y triptdfano; alifaticos no polares: alanina, glicina,
isoleucina, leucina, metionina y valina; polares cargados: cisteina,
asparagina, prolina, glutamina, serina y treonina; negativamente
cargados: acido aspartico, acido glutamico; y positivamente cargados:
histidina, lisina, arginina (Kangueane, 2009).

En 1986, Taylor presentd otra clasificacion de los aminoacidos teniendo
en cuenta principalmente el tamafio de la cadena lateral, seguido por su
hidrofobicidad (Figura 1.25). Los aminoacidos pequefos se subdividen
en pequefios y muy pequeiios. La afinidad por el agua es mostrada
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por diferentes grupos: aminoacidos polares e hidrofobos, los cuales
se superponen, y aminoacidos cargados, que se dividen en positivos y
negativos. Ademas, también se identifican los aminoacidos aromaticos
y alifaticos.

pequenos
Polares
Alifaticos
s Gin _
o\
Ile‘&
Leu
.,i»« 2 Cargados
Met Oia
.k& S
Qe Sop
T VPositivos
Aromaticos

Hidrofébicos

Figura 1.25. Clasificacion de los L-aminoacidos.

Los aminoacidos tienen propiedades fisico-quimicas muy variadas
(Faure et al.,, 2008), generalmente, derivadas de la estructura de
su cadena lateral. Los tres grupos quimicos caracteristicos de los
aminoacidos son el grupo amino (-NH,), el grupo carboxilo (-COOH)
y una cadena lateral (R), la cual es diferente para cada aminoacido
(Cummings, 2010). Como aparece en la secciéon anterior, la cadena
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lateral puede contener hidrégeno (glicina), alcohol (serina, treonina),
grupos alquilo (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina), aromaticos
(fenilalanina, tirosina, triptéfano), basicos (lisina, arginina, histidina),
acidos (acido aspartico, acido glutdmico), amida (asparagina,
glutamina) y azufre (cisteina, metionina) (Oxtoby y Gillis, 2011).

Una caracteristica derivada de la estructura, corresponde al espectro
de absorcidon de luz ultravioleta (UV), propio de los aminoacidos
aromaticos tirosina y triptéfano a pH 6.0. Para ambos, el maximo de
absorbancia es cercano a 280 nm, lo cual es util en la determinacion
indirecta de la concentracién de la proteina de interés en una muestra.
Aunque la fenilalanina también presenta un grupo aromatico en su
cadena lateral, contribuye poco a la propiedad de absorbancia de las
proteinas que lo contienen (Burgess y Deutscher, 2009).

Aminoacidos polares. Los aminodcidos con cadenas laterales polares
tienen la capacidad de intervenir en la formacién de puentes de
hidrogeno y en la interaccidn con otros grupos polares. Normalmente
se encuentran en la superficie de las proteinas (Baynes y Dominczak,
2011).

Aminoacidos cargados negativamente o de cadena lateral acida. Los
aminoacidos acido aspartico y glutdmico son donadores de protones.
A pH fisiolégico (7.4 aproximadamente), las cadenas laterales de estos
aminoacidos estan totalmente ionizadas, con el grupo carboxilato
cargado negativamente (-COQO). En estas condiciones, sondenominados
aspartato y glutamato (Harvey y Ferrier, 2010).

Aminoacidos cargados positivamente o de cadena lateral basica. Las
cadenas laterales de la histidina, lisina y arginina estan completamente
protonadas a pH neutro y, por tanto, cargadas positivamente. La lisina
contiene un grupo amino primario unido al carbono terminal de la
cadena lateral, dicho grupo tiene un pKa aproximadamente de 11. La
arginina es el aminodcido mas basico con un pKa cercano a 13 (Baynes
y Dominiczak, 2011).
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Cadena lateral neutra. A este grupo pertenecen aquellos aminodcidos
cuya cadena lateral tiene naturaleza polar, hidrofilica, sin embargo, no
son susceptibles de disociacidon acido-base, tales como asparagina,
serina, treonina, glutamina, triptéfano, cisteina, y tirosina (McMurry;,
2008).

Aminoacidos no polares. La apolaridad corresponde a una distribucién
de cargas eléctricas tal, que no aparece ninguna asimetria entre las
cargas positivas y negativas sobre la cadena lateral. Debido a la falta
de polaridad, estas moléculas tienen poca afinidad por las moléculas
polares, tales como el agua, razdén por la cual, generalmente, se
denominan hidréfobas (Polanski y Kimmel, 2007). Un ejemplo, son
los aminodacidos alifaticos, los cuales contribuyen a la interaccion
hidrofébica, que es la fuerza principal que mantiene la estabilidad
conformacional en el interior de la proteina. En este grupo se
encuentran metionina, fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
alanina, y glicina (Pack y Yoo, 2004).

INTERACCIONES ENTRE LAS CADENAS LATERALES DE LOS
AMINOACIDOS

La estructura adoptada por una proteina es el resultado de un equilibrio
complejo y delicado de una serie de interacciones de estabilizaciéon
diferentes, tanto a nivel intramolecular como intermolecular. Desde
el punto de vista fisico-quimico, una gran variedad de interacciones
modulan las estructuras de las proteinas, tales como puentes salinos,
enlaces de hidrégeno e interacciones de van der Waals (Improta et al.,
2011). El plegamiento de la estructura de las proteinas se estabiliza por
los contactos e interacciones entre los residuos (Faure et al., 2008).

Las interacciones proteina-proteina y proteina-péptido son esenciales
para la vida, asi como para el correcto funcionamiento de las
mismas. Estas, por ejemplo, son esenciales para descifrar el cédigo
de plegamiento de proteinas, evaluar los factores que modulan
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su actividad y, para entender el efecto de las mutaciones en sus
estructuras (Improta et al., 2011). Desafortunadamente, la informacién
estructural y energética de las interacciones de las proteinas, obtenida
experimentalmente, demanda un proceso dificil, costosoy que requiere
un consumo considerable de tiempo. Por lo tanto, es necesario el uso
de métodos asistidos por ordenador, o in silico, que sean eficientes
para la prediccion de interacciones proteina-proteina (Audie, 2009).

Interacciones electrostaticas. Dos atomos cargados eléctricamente
interactian de manera electrostatica entre si, las cargas del mismo
signo se repelen y las de signo contrario se atraen. Las interacciones
carga-carga en la superficie de las proteinas nativas confieren
estabilidad a la estructura, mientras que en estado desplegado, este
tipo de interacciones no son significativas (Gribenko y Makhatadze,
2007). Son pocos los tipos de interacciones electrostaticas entre
atomos, los siguientes son los predominantes en las proteinas:

Puente de hidrégeno. Los enlaces de hidrégeno se forman entre un
atomo electronegativo y un dtomo de hidrégeno unido a un segundo
atomo, relativamente electronegativo, como N u O (Figura 1.26).
La distancia interatdmica entre el hidrégeno y el atomo aceptor es
aproximadamente 0.27 nm para un par oxigeno-hidrégeno. Este tipo
de enlaces participan en la formacién de estructuras secundarias
regulares. También se ha demostrado, que incluso los enlaces de
hidrégeno débiles pueden ser esenciales para los contactos entre los
residuos (Faure et al., 2008).

Puente salino. Ocurre entre dtomos completamente cargados. Dos
aminoacidos de carga opuesta y distancia menor que 4A, como ocurre
entre el grupo carboxilo del carbono y del glutamato, y el grupo amino
del carbono € de la lisina, pueden formar un puente salino. Por lo tanto,
la lisina, el acido aspartico, el acido glutdmico y la histidina pueden
servir como donadores o aceptores en puentes salinos (Baynes y
Dominczak, 2011).
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(Arg,R)

Figura 1.26. Puente de hidrogeno entre los aminoacidos acido aspartico y arginina.

Interacciones de Van der Waals. Corresponden a fuerzas de atraccion
mas débiles que los enlaces resultantes al compartir o transferir
electrones. En macromoléculas tales como proteinas, los &tomos estan
a menudo empacados uno contra el otro, a distancias menores que 7A.
Esta separacion atomo-atomo, es suficiente para inducir la formacion
de dipolos alrededor de los nucleos, debido a la distribucién de sus
electrones. Los dos dipolos opuestos interactuan electrostaticamente,
y como resultado se atraen entre si. Asimismo, se pueden presentar
interacciones repulsivas, aunque son mucho menos significativas.

Interacciones hidrofébicas. Son las que se presentan entre las cadenas
no polares de los aminodacidos, producidas por el efecto indirecto
resultante de la interaccion con un disolvente acuoso. Aquellos
aminodcidos con regiones no polares en su estructura tienden a evitar
el contacto con el agua, aislando las cadenas laterales (Kessel y Ben-
Tal, 2010).
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Enlaces disulfuro. Los puentes disulfuro (Figura 1.27) enlazan residuos
de cisteina en la cadena polipeptidica a una distancia de 2.8 A. Estos
enlaces contribuyen a la estabilidad y funcidn de algunas proteinas, y
son altamente conservados a través de la evolucidén de las especies.
Debido a que las cisteinas son el segundo aminoacido mas conservado
después del triptéfano, es comunmente aceptado que los enlaces
disulfuro también sean altamente conservados en las proteinas (Chang
y Ventura, 2011). Los enlaces disulfuro pueden ostentar funciones tanto
estructurales como cataliticas. En el primer caso, estabilizan la proteina,
mientras que en el segundo median reacciones de intercambio tiol en
las proteinas del sustrato (Schmidt et al., 2006).

Figura 1.27. Puente disulfuro cisteina-cisteina.

COMPORTAMIENTO ACIDO-BASE DE LOS AMINOACIDOS

Los aminoacidos son anféteros. La presencia de los grupos carboxilo y
amino en la misma molécula, les permite comportarse como acidos y
donar un protdén a una base fuerte, o como bases y aceptar un protén
de un acido fuerte (Figura 1.28) (Hart et al., 2011).
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Ademas, ambos grupos pueden interactuar entre si en un mismo
aminodcido. Esta interaccion resulta en la transferencia de un ién
hidrogeno de la porcidn dacida a la parte bdsica de la molécula,
resultando el extremo acido del aminodcido con una carga negativa
(-COO) y una carga positiva en el extremo basico (-NH,*). Una molécula
con regiones positivas y negativas es llamada zwitterién o ién dipolar
neutro, es decir, con carga neta 0. La porcién desprotonada, que ha
perdido un ién hidronio, se conoce como grupo carboxilato, y el grupo
protonado, que ha ganado un ién hidronio, corresponde a un grupo
amonio. Estas cargas en su estructura, le confieren caracteristicas
importantes a los aminoacidos, como la solubilidad en agua.

—_— .

B I -~
H H
NHs NH, NH,
Aminoéacido a Forma del ién Aminoacido a
pH bajo (acido) dipolar (neutro) pH alto (base)

Figura 1.28. Comportamiento acido-base de los aminoacidos.

Tanto en estado sélido como en disolucidn, los aminoacidos existen
como zwitteriones (Bettelheim et al.,, 2008). Los pardmetros
termodinamicos que describen las interacciones de zwitteriones de
aminodcidos son muchos y, generalmente, circunscriben aspectos
termodinamicos complejos (Patecz, 2005).

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA EL ESTUDIO DE LA
ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS AMINOACIDOS

La deduccidn de los fendmenos bioldgicos a partir de datos moleculares
es el principio que rige en la aplicacién de la bioinformatica (Kangueane,

50 - DIANA MONTES GRAJALES, MARIA CABARCAS MONTALVO, JESUS OLIVERO VERBEL



2009). A continuacion aparecen algunas herramientas para el estudio
de la estructura tridimensional de los aminoacidos:

7]
Aaindex: %

http://www.genome.jp/aaindex/

Aaindex es una base de datos numéricos que representan diversas
propiedades fisico-quimicas y bioquimicas de los aminodcidos con
datos que se derivan de la literatura publicada.

INSTITUTE OF CHEMISTRY
Aminoacids- Departmert of Biology, Chemistry, Pharmacy » FU Berlin

http://www.chemie.fu-berlin.de/chemistry/bio/amino-acids_

en.html

Es un repositorio con informacion sobre las propiedades de cada uno
de los aminodcidos, tales como férmula quimica, estructura y modelos
3D. Esta disponible en los idiomas aleman e inglés.

Lista de servidores actualizada al 26 de mayo de 2015.
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CAPITULO 2. VISION GLOBAL DE LA ESTRUCTURA DE
PROTEINAS

La organizacidon estructural de las proteinas no solo es un campo de
estudio fascinante, sino imprescindible para areas tan diversas como
el disefio de farmacos y la evaluacién de contaminantes ambientales.
Esto se debe a que la arquitectura proteica, entendida desde sus
diferentes niveles de organizacidn, ofrece informacién valiosa sobre el
origen evolutivo y la actividad de estas macromoléculas (Tseng et al.,
2009).

Las proteinas han sido trascendentales para la vida en la tierra,
representando en promedio el 50% del peso seco de los organismos
(Monge-N4djera et al., 2002). Diversos estudios astroquimicos y
evolutivos han intentado dilucidar su rol en la aparicién de la vida. En
1953, Miller logré sintetizar algunos de los aminoacidos, componentes
estructurales de las proteinas, reproduciendo las condiciones de la
tierra primitiva, al incidir descargas eléctricas sobre los gases metano,
amoniaco e hidrégeno que simulaban la atmdsfera de aquella época.
Desde entonces, han sido muchas las investigaciones que se han
desarrollado para estudiar el origen de la vida, y este sigue siendo un
tema concurrido de investigacién (Elsila et al., 2009).

Estas macromoléculas cumplen numerosas funciones en los
organismos, tales como soporte, transporte de moléculas, catdlisis de
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reacciones enzimaticas y activacién de genes (Corchado et al., 2011);
de modo que el mantenimiento de todas las células del organismo
depende de su suministro constante. Las proteinas también participan
en procesos variados como el crecimiento y la reparacion de tejidos en
las demas estructuras del cuerpo (Noguchi y Djerassi, 2009).

Estas biomoléculas gigantescas estdan compuestas principalmente por
carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y azufre (Williams y Wilkins,
2004), los cuales conforman pequefias unidades moleculares llamadas
aminodcidos, que se unen entre si a través de uniones covalentes
denominadas enlaces peptidicos (Sadava, 2009; Starr et al., 2008).
Estos pueden generar cadenas de diferente tamafio. En general, cuando
las estructuras involucran de 2 a 10 aminoacidos son denominadas
oligopéptidos, mientras que secuencias formadas por mas de diez
aminoacidos corresponden a polipéptidos. El término proteina es
asignado generalmente para cadenas con mds de 50 aminodcidos
(Noguchi y Djerassi, 2009).

La disposicion estructural de cada uno de los componentes de las
proteinas producen arreglos espaciales muy diversos, a tal punto que
de todas las moléculas bioldgicas, las proteinas son las mds variadas,
no solo en estructura sino también en funcion (Starr et al., 2008). La
Figura 2.1 muestra algunos ejemplos de estructuras de proteinas:
hemoglobina, encargada de distribuir el oxigeno en la sangre, y de
facilitar el transporte del producto final del metabolismo (CO,) desde los
tejidos hacia los pulmones (Devlin, 2004); la ADN polimerasa, enzima
que cataliza la sintesis de ADN y que tiene importantes aplicaciones
biotecnoldgicas como en la reaccién en cadena de la polimerasa (Keith
et al., 2013); el colageno, la proteina fibrosa mas importante de la
matriz extracelular (Stylianou y Yova, 2013) y la proteina quinasa C teta
(PKCB), involucrada en numerosos sistemas de sefalizacion a través del
control de la funcién de otras proteinas mediante la fosforilacién de
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las cadenas laterales de los aminodcidos serina y treonina (Corbaldn-

Garcia y Gémez-Fernandez, 2006).

Figura 2.1. Ejemplos de estructuras de proteinas. (A) Hemoglobina (PDB: 2HBS). (B)
ADN polimerasa (PDB: 7ICG). (C) Colageno (PDB: 1BKV). (D) Proteina quinasa C teta
(PDB: 1XJD).

Todas las proteinas requieren la estructura tridimensional correcta para
desempeiiar debidamente su funcion (Campbell y Farrell, 2004). Es por
ello que es tan importante su estudio. No obstante, en algunos casos
el conocimiento de esta geometria no es suficiente para la elucidacién
total de su funcién. De igual forma, proteinas con un plegamiento
similar pueden tener diferentes funciones bioquimicas y viceversa
(Tseng et al., 2009). Estos estudios pueden realizarse a partir de
diferentes enfoques para comprender la relacién estructura-funcion,
pese a la complejidad que esto conlleva (Skolnick y Fetrow, 2000).
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NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas constituidas por subunidades
monoméricas denominadas aminoacidos (Wright, 2005), que pueden
ser de unos veintitrés tipos diferentes, si se incluyen a la lista descrita
en el capitulo anterior aminodcidos raros, tales como citrulina, ornitina
y selenocisteina (Engelkirk y Duben-Engelkirk, 2010). La unién entre
aminodcidos ocurre a través de los grupos carboxilo y amino enlazados
al carbono a (a-carboxilo y a-amino, respectivamente). La formacién
de péptidos y proteinas ocurre cuando el grupo a-carboxilo de un
aminodcido (n) es atacado por el nitrégeno del grupo a-amino de otro
(n+1), liberando una molécula de agua. La unién entre estas moléculas
es de tipo covalente y se denomina enlace peptidico (Petsko y Ringe,
2004). Una descripcion mas detallada sera revisada en el siguiente
capitulo.

Los aminoacidos o bloques estructurales de las proteinas (Kotz et
al., 2008), son mondmeros que confieren diversidad y funcionalidad
a las mismas. Entre sus caracteristicas cabe resaltar la capacidad de
polimerizacidén, quiralidad, asi como la variedad estructural y funcional
de su cadena lateral (Garrett y Grisham, 2012). Estas moléculas
versatiles, ademas de conformar las proteinas (Petsko y Ringe, 2004),
también realizan numerosas funciones en el organismo (Corchado et
al., 2011).

En virtud que las propiedades funcionales de estas moléculas estan
estrechamente relacionadas con su estructura, el estudio de las
proteinas es un tema recurrente en diversas disciplinas, incluidas
la biologia molecular y la quimica médica (Apostolico, 2006). El
conocimiento de la estructura tridimensional de una proteina puede
proporcionar informacidn crucial sobre su modo de accién (Lee et al.,
2007). Es por ello que existen numerosos servidores disponibles en
internet capaces de predecir sus propiedades. La disponibilidad de
recursos y métodos automatizados para la prediccidn de las estructuras
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proteicas ha aumentado significativamente en las ultimas décadas, al
igual que aquellas para la determinacion de sus propiedades. Estas
herramientas permiten predecir la estructura secundaria, desarrollar
modelos por homologia, determinar los contactos proteina-proteina y
realizar acoplamientos moleculares, entre otros (Fischer, 2006).

La arquitectura de las proteinas es compleja y se encuentra organizada
de manera jerarquica (Garrett y Grisham, 2012), es por esto que
suele describirse a través de diferentes niveles estructurales, como
se muestra en la Figura 2.2. La interrelacion entre estos niveles de
organizacion es tal, que un cambio en alguno de ellos puede afectar
la funcion de la proteina. A continuacion se presenta una breve
descripcién de cada uno, con el propésito de lograr la familiarizaciéon
con los conceptos basicos. Estos temas seran tratados a profundidad
en los capitulos siguientes.

Estructura
Supersecundaria

Estructura
Secundaria

DCNVLLKLVMA

Estructura Primaria

Estructura Quinaria

Figura 2.2. Niveles estructurales de proteinas (PDB: 2PT6).
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ESTRUCTURA PRIMARIA

La estructura primaria es la base sobre la cual se construyen los niveles
estructurales superiores de las proteinas. Consiste en la secuencia
lineal de aminoacidos (Bettelheim et al., 2012). Por convencién, el
extremo con el grupo amino es considerado el principio de la proteina,
llamado extremo amino-terminal o N-terminal, y finaliza con un grupo
carboxilo (-COOH), conocido como el extremo carboxilo terminal o
C-terminal. Estos suelen representarse usando cédigos de una o tres
letras, como se muestra en la Tabla 2.1.

Nombre del Abreviatura
aminodcido Cdédigo de una letra | Cédigo de tres letras
Alanina A Ala
Cisteina C Cys
Acido aspértico D Asp
Acido glutdmico E Glu
Fenilalanina F Phe
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina | lle
Lisina K Lys
Leucina L Leu
Metionina M Met
Asparagina N Asn
Prolina P Pro
Glutamina Q Gln
Arginina R Arg
Serina S Ser
Treonina T Thr
Valina V Val
Triptdéfano W Trp
Tirosina Y Tyr

Tabla 2.1. Aminoacidos y abreviaciones estandar utilizando el cédigo de una vy tres
letras.
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ESTRUCTURA SECUNDARIA

Definida por la disposicion de los atomos que comprenden el esqueleto
de la cadena polipeptidica (la secuencia amino-carbono-carbonilo) en
el espacio. Este nivel estructural es el resultado de multiples puentes
de hidrégeno entre los atomos de hidrégeno del grupo amino y el
oxigeno del grupo carbonilo de otro aminoacido (Clark y Pazdernik,
2012). Las estructuras secundarias resultantes corresponden a hélices
alfa, hojas beta, giros y espirales desordenados (Hassan et al., 2011),
los cuales son mostrados en la Figura 2.3. Se representan mediante
diagramas topoldgicos: las hojas beta, se simbolizan por flechas que
van desde el extremo amino al carboxilo, las hélices alfa, por cilindros
o estructuras helicoidales, y los giros y bucles, por cintas (Tropp, 2008).

Figura 2.3. Representacion grafica del receptor de insulina (PDB: 1IR3), mostrando
los principales elementos de estructura secundaria. (A) Hélice alfa. (B) Giros y
estructuras aleatorias. (C) Hebra beta.
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ESTRUCTURA SUPERSECUNDARIA

Los agregados o ensambles de estructuras secundarias son
denominados estructuras supersecundarias. Estas suelen aparecer,
altamente conservadas en las proteinas con interés biolégico (Ng et
al., 2007). También son conocidas como motivos (Tropp, 2008). Un
ejemplo es el plegamiento de Rossmann (Figura 2.4), conformado por
dos hélices alfa alternadas con hojas beta en direccidn paralela. Esta
estructura es responsable de la afinidad especial por los nucledtidos
y sus derivados que tienen algunas proteinas, encontrandose,
generalmente, en sitios de la proteina que interaccionan con el acido
desoxirribonucleico (ADN), el adenosin trifosfato (ATP) y la guanosina
trifostato (GPT), entre otros (Mushegian, 2007).

A. B.

Figura 2.4. Plegamiento de Rossmann. (A) Representacion grafica de la estructura
supersecundaria. (B) Vista 3D.
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ESTRUCTURA TERCIARIA

Eltérmino estructura terciaria es utilizado para describir el plegamiento
global adquirido por una misma cadena polipetidica, la cual determina
su forma tridimensional especifica. Este nivel estructural se mantiene
debido a la formacidon de puentes salinos, puentes de hidrdgeno,
puentes disulfuro e interacciones hidrofébicas entre las cadenas
laterales de los aminoacidos (grupos R), que se encuentran distanciados
en el esqueleto polipeptidico (Stoker, 2012). La formacidn de este tipo
de estructura se debe al comportamiento de las cadenas laterales
en medios acuosos: los grupos hidréofobos (no polares) inducen
a la proteina a doblarse sobre si misma, ubicandolos en su interior,
mientras que los grupos hidréfilos se mantienen hacia el exterior. Este
nivel de organizacidon es necesario para ejecutar una determinada
funcidn proteica (Kessel y Ben-Tal, 2010).

Figura 2.5. Estructura terciaria del protooncogén H-Ras p21 (PDB: 5P21).
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Las primeras proteinas a las que se les determind la estructura terciaria
por cristalografia de rayos X, fueron la mioglobina y la hemoglobina.
Este experimento les hizo merecedores del Premio Nobel a sus
realizadores, Max Perutz y Sir John Cowdery en 1962 (Nogrady y
Weaver, 2005). La estructura terciaria de la proteina protooncogén
H-Ras p21 es mostrada en laanterior Figura 2.5. Esta proteina pertenece
a la familia de los protooncogenes Ras, componentes esenciales de
las vias de sefializacion que emanan de receptores de la superficie
celular. La activacidon oncogénica de algunas de estas proteinas, debido
a mutaciones, ha sido detectada en varios tipos de cancer (Pylayeva-
Gupta et al., 2011).

ESTRUCTURA CUATERNARIA

La estructura cuaternaria de una proteina es la forma en la que se
asocian dos o mas cadenas polipeptidicas y los grupos prostéticos o
componentes no aminoacidicos, si existen. En general, este arreglo esta
formado porvarias subestructuras que no estdn unidas covalentemente
entre si (Stoker, 2012), pero que en conjunto, determinan la actividad y
funcidndelaproteina.Las cadenasamenudo son llamadas subunidades
y entre las interacciones que mantienen este nivel de organizacidn se
encuentran los puentes de hidrégeno y disulfuro.

La estructura cuaternaria del citocromo c es mostrada en la Figura 2.6.
Esta proteina, de naturaleza hidrofilica, funcionacomountransportador
de electrones en la cadena transportadora de electrones ubicada en
la membrana interna mitocondrial. Es una proteina globular, con el
grupo hemo plano situado en el centro de la proteina, rodeado por
aminoacidos hidrofdbicos y unido, de forma covalente, a dos residuos
de cisteina conservados en la proteina a través de enlaces éter vinilo
(Devlin, 2004). Ejemplos de la estructura cuaternaria en otras proteinas
incluyen la hemoglobina (Figura 2.1), la mioglobina, el colageno y las
inmunoglobulinas (Bettelheim et al., 2012).
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Figura 2.6. Estructura cuaternaria del citocromo ¢ (PDB: 3NWV).

ESTRUCTURA QUINARIA

La estructura quinaria hace referencia a interacciones transitorias
proteina-proteina o con otro grupo de biomoléculas, formando
estructuras de orden superior. Entre las demds biomoléculas se
encuentran acidos nucleicos, lipidos y azucares. Las nucleoproteinas,
cromosomas y ribosomas son algunos ejemplos de unidades con este
nivel estructural. A continuacidon, se muestra la estructura cristalina
de la ADN polimerasa replicativa del bacteriéfago T7 en complejo con
un cebador (Doublie et al., 1998), ilustrando la estructura quinaria
resultante de la interaccion entre el ADN y la enzima ADN polimerasa
(Figura 2.7).
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Figura 2.7. Estructura quinaria del complejo formado entre el cebador de ADN
(anaranjado), la tiorredoxina (fucsia) y la ADN polimerasa (cyan) (PDB: 1T7P).
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CAPITULO 3. ESTRUCTURA PRIMARIA

La estructura primaria corresponde a la secuencia de aminoacidos
unidos entre si, en un orden especifico (Brown et al., 2011).
Generalmente, estos son escritos mediante cddigos de una o tres
letras, iniciando siempre desde el grupo amino terminal hasta el
extremo carboxilo terminal. En la Figura 3.1 se muestra la direccién
de lectura de un fragmento de la secuencia del receptor de insulina
(PDB: 1IR3), el cual tiene un papel central en la regulacion de diversos
mecanismos celulares en mamiferos, como son el metabolismo, el
crecimiento, la divisién, la diferenciacién y la supervivencia celular.
Corresponde a una proteina transmembrana ubicada en la membrana
citoplasmatica, cuyo dominio extracelular puede unirse a la hormona
insulina, lo que permite la activacién del dominio intracelular y con
él, el inicio de diversas cascadas regulatorias, como son: la sintesis de
glicdgeno, la induccién de enzimas para la glicdlisis y el aumento en la
captacion de glucosa celular (Golan et al., 2005).
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LEU-1038 ‘ SER-}(_J,49
PHE-1044 ALA-1048
ARG-1041 LYS-1052
N-terminal C-terminal
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Figura 3.1. Direccién de lectura de la estructura primaria del receptor de insulina
(PDB: 1IR3). (A) Representacion tridimensional de la estructura de los residuos en
la secuencia. (B) Estructura primaria usando codigos de tres letras. (C) Secuencia
usando simbolos de una letra. Con el fin de facilitar la visualizacién, los hidrégenos
explicitos, han sido omitidos en la representacion tridimensional de los residuos.

Este tipo de organizacion corresponde al esqueleto de la cadena
polipeptidica de las proteinas (Puri, 2011). Es posible determinar la
secuencia exacta de aminoacidos en una molécula proteica usando
métodos analiticos. De este modo, se han obtenido las estructuras
primarias de cientos de proteinas (Solomon et al., 2010). La secuencia
de aminodacidos de la proteina AKT-2 expresada en cddigos de una
sola letra, puede observarse en la Figura 3.2 en formato FASTA.
AKT-2 hace parte de las proteinas AKT serina/treonina quinasas, las
cuales fosforilan y regulan la funcién de muchas proteinas celulares
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involucradas en procesos que incluyen metabolismo, proliferacion,
supervivencia celular, crecimiento y angiogénesis (Liu et al., 1998).

[@] [ 2 - web search Pl

ISDGATMKT FCGT PEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHERLFE
LILMEEIRFPRTLS PEAKSLLAGLLKKDPRQRLGGGES DAKEVMEHRFFLS INWQDVVOK
KLLPPFKPQVTSEVDIRYFDDEFTAQSITITPPDRYDSLGLLELDORTHF PQFSYSASIR
E

Figura 3.2. Secuencia de aminoacidos de la proteina AKT-2 (UniProtkB: P31751) en
formato FASTA (http://www.uniprot.org).

En bioinformatica, el formato FASTA es el mas utilizado y el mas
simple. Puede crearse manualmente utilizando un editor de texto, en
el cual, la primera linea inicia con el simbolo mayor que (>), seguido
del cddigo identificador de la proteina y un comentario o descripcién
de la secuencia. En la Figura 3.2, los datos mostrados corresponden al
nombre del gen, el organismo en el que se encuentra y el nombre de
la proteina. En las lineas siguientes, aparece la secuencia utilizando
codigos de una letra para los aminoacidos (Markel y Ledn, 2003;
Mount, 2004). Este formato puede ser usado en una gran variedad
de herramientas computacionales para el andlisis de la secuencia de
proteinas y puede ser descargado de diversas bases de datos, tales
como Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000) y UniProt (UniProt
Consortium, 2015). Uno de los usos mdas frecuentes del formato
FASTA es la comparaciéon de secuencias, lo cual constituye una de las
principales etapas para obtener informacion estructural y funcional de
nuevas proteinas (Dunbrack, 2006).
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ENLACE PEPTIDICO

Elenlace peptidico es la unién covalente principal entre los aminoacidos
de las proteinas (Figura 3.3). Se forma cuando el grupo a carboxilo del
primer aminodacido se une con el grupo a amino del siguiente (Watson,
2006). La unién de estas moléculas de aminoacidos se hace de manera
covalente y en la reaccion se elimina una molécula de agua (Melo et al.,
2007; Saada y Pearson, 2011). Como se observa en la figura, la cadena
resultante del enlace tiene una cadena principal que consiste en
repeticiones de la misma unidad simple, la secuencia amino-carbono-
carbonilo. Las variaciones se presentan en las cadenas laterales, los
grupos R de los aminoacidos.

R
R R R
@ @ . — HN N
HaN"~ \040 + HN"" \C¢0 H,0 H3N \E’ ?
/ / [ 0
[o) o o S]
S Q ©
Aminoacidos Dipéptido

Figura 3.3. Formacion del enlace peptidico. Cadenas laterales denotadas como Ry R’.

Una caracteristica importante del enlace peptidico es que se forma una
unidad relativamente rigida, debido a que se encuentra estabilizado
por resonancia (Figura 3.4). En consecuencia, los enlaces C-N y C-O son
intermedios entre sencillo y doble (Aracil et al., 2011). Por tanto, existe
un enlace pi () deslocalizado de tres centros, sobre los atomos de C,
N y O. Las dos consecuencias inmediatas mas importantes son que el
grupo -NH del enlace peptidico no posee tendencia a protonarse y que
no tiene libertad conformacional alrededor del enlace C-N (Brihuega,
2011).
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Figura 3.4. Representacion del enlace peptidico. (A) Resonancia. (B) Estructuras
resonantes.

En las células, la formacion del enlace peptidico durante la sintesis
de proteinas esta catalizada por el centro peptidil transferasa de la
subunidad ribosémica grande (Acosta-Silva et al., 2012). Esta reaccidn
implica el ataque nucleofilico del grupo a-amino desde una molécula
de aminoacil-ARNt en el sitio A ribosdmico, al carbono éster de la
peptidil-ARNt en el sitio P adyacente del ribosoma. El primer paso es la
deprotonacion del grupo a-NH,*para crear el grupo nucleofilico del NH,.
Subsecuentemente, el ataque nucleofilico del grupo a-NH, al grupo
carbonilo electrofilico, permite la formaciéon de los intermediarios
tetraédricos zwitteridnicos cargados, los cuales se estabilizan por la
donacion de un protdén al oxigeno para formar los productos, siendo
esta una reaccidon dependiente del pH (Beringer et al., 2005). La
cadena peptidica en crecimiento es asi transferida al sitio A del ARNty
elongada por un aminoécido (Wallin y Aqvist, 2010).

ESTRUCTURA DEL ENLACE PEPTIDICO

El enlace de los aminoacidos a través de una reaccién de condensacién
entre la amina del primer residuo y el 4cido carboxilico del segundo,
genera un grupo carboxilo libre en un extremo de la secuencia lineal,
conocido como el carbono terminal, y un grupo amino en el extremo
opuesto, denominado nitrégeno terminal (Figura 3.5) (Saaday Pearson,
2011).
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Figura 3.5. Estructura general de un dipéptido.

En la década de 1930, Pauling realizd algunas observaciones respecto
al enlace peptidico basado en datos cristalograficos, encontrando una
distancia pequefia entre los atomos de C y N, siendo esta de 1.33 A,
valor intermedio entre el esperado para un enlace sencillo (1.45 A) y
un enlace doble (1.25 A) (Puri, 2011). Estos datos fueron explicados a
través del fendmeno de resonancia que ocurre alrededor del enlace
peptidico (Schulzy Schirmer, 1979). El premio Nobel predijo ademas, las
caracteristicas basicas de los dos motivos principales de las proteinas,
las hélices ay las hojas B, basandose en el supuesto de un enlace amida
plano (Improta et al., 2011). Mds tarde, Ramachandran sugirié que los
enlaces peptidicos no eran totalmente planos, sobre la base de los
estudios de los péptidos ciclicos (Esposito et al., 2005). Actualmente,
a través de numerosos estudios tedricos y experimentales, ha sido
posible comprobar que los atomos de las unidades peptidicas exhiben
una disposicién cuasiplanar, con desviaciones de planaridad que deben
ser consideradas en la refinacidn cuantitativa de estructuras elucidadas
por resonancia magnética nuclear (RMN) y rayos X (Chalupsky et al.,
2008).
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De esta forma, la rotacién en las secuencias de aminodcidos queda
restringida a los enlaces entre Ca-N y Ca-C, ubicados a lado y lado del
enlace peptidico. Los angulos de torsién de estos enlaces se denominan
® (phi) y U (psi), respectivamente (Figura 3.6), y la amplitud de su
movimiento depende de la posicién de los dtomos de la cadena lateral
con respecto a la columna amino-carbono-carbonilo (Kessel y Ben-
Tal, 2010). En virtud de lo anterior, existen dos configuraciones planas
posibles del enlace peptidico, cis o trans (Figura 3.7) (Pereto, 2007). En
laprimera de ellas, las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos
se ubican hacia el mismo lado del enlace peptidico, mientras que en
trans, los grupos se ubican por encima y por debajo del enlace.

plano Amida

Figura 3.6. Planos y angulos de rotacion de los residuos en la cadena polipeptidica.

En las proteinas, la mayoria de los enlaces peptidicos existen en la
configuracién trans, debido a que la separacién entre las cadenas
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laterales minimiza las repulsiones estéricas en la estructura, haciéndola
mas estable (Bhagavan, 2002). En cambio, en la configuracién cis, suelen
presentarse impedimentos estéricos, y su apariciéon en las proteinas
ocurre en una menor proporcién (Peretd, 2007). La prolina presenta
poca diferencia de energia entre los isémeros cis y trans. Debido a esto,
el enlace peptidico de la prolina, que implica el grupo —NH del anillo
de pirrolidina rigido, puede ocurrir en ambas conformaciones. Sin
embargo, la forma trans sigue siendo mas estable y es la configuracion
predominante (Bhagavan, 2002).

A B. 'i'
0 H lo) Cz-—R2
/ A\ / \
\o/ C‘—N C—N
of \a
H R2 H
Cis Trans

Figura 3.7. Configuraciones del enlace peptidico. (A) Cis. (B) Trans.

DIAGRAMA DE RAMACHANDRAN

La versatilidad del movimiento en la cadena polipeptidica estd limitada
por la disposicidon de los atomos que conforman la cadena lateral y
el esqueleto peptidico. Debido a esto, los angulos diédricos ¢ y ,
descritos en la seccion anterior, solo pueden tomar ciertos valores
permitidos, los cuales minimizan los impedimentos estéricos en la
estructura de polipéptidos y proteinas.

Ramachandran y sus colegas hicieron hincapié sobre la importancia
que tiene conocer los valores permitidos de los angulos ¢ y Y en la
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determinacidn de la estructura peptidica (Kleywegt y Jones, 1996).
Sus resultados estan representados por un mapa de dos dimensiones
que lleva su nombre, el grafico de Ramachandran (Figura 3.8), el cual
define las regiones permitidas del espacio conformacional, para todos
los dngulos diédricos del esqueleto proteico. Tales predicciones fueron
posteriormente confirmadas en proteinas de estructura conocida
(Zhou et al., 2011).

En este grafico, puede analizarse la estequiometria del plegamiento de
la cadena principal (Drenth y Mesters, 2007), y los niveles de energia de
interaccién atémica en las cadenas polipeptidicas son mostradas como
una funcién de diferentes combinaciones de los dangulos de torsién ®
y Y; con ® de abscisa y { de ordenada (Comyn, 1997). Debido a estas
caracteristicas, este diagrama es considerado uno de los métodos mas
simples y sensibles para evaluar la calidad de un modelo proteico en
ausencia de datos experimentales (Kleywegt y Jones, 1996).

Las combinaciones posibles de @ y  no son arbitrarias, estos diagramas
estan basados en las distancias minimas de las interacciones de van
der Waals, las cuales determinan la tendencia de algunos atomos a
no formar enlaces en la cadena polipeptidica, debido a su repulsion
o impedimento estérico (Nordlund, 2010). Para los aminodcidos
candnicos, solo estan permitidas ciertas combinaciones de angulos ®
y U muy concretas, lo que restringe sustancialmente las opciones de
conformacién de proteinas (Mdller-Esterl, 2009).

El diagrama de Ramachandran puede dividirse en cuatro cuadrantes: el
superior izquierdo, correspondiente a ®<0°, \>0°; el inferior izquierdo
(d<0°, P<0°); el superior derecho (®>0°, P>0°) y el inferior derecho
(d>0°, P<0°). En la gréfica resultante, los puntos tienden a ser excluidos
de ciertas regiones no permitidas y tienden a agruparse en ciertas
regiones favorables, las cuales corresponden a las regiones sombreadas
en azul en la Figura 3.8. Las regiones no permitidas corresponden a
combinaciones de ® y { que suponen choques estéricos entre los
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atomos de las cadenas laterales de los residuos. Estas distribuciones
llevarian a los atomos a ubicarse a una distancia mds estrecha que
la correspondiente a la fuerza de van der Waals, la cual equivale a la
distancia mas estrecha de atomos no unidos (Voet et al., 2007). En
virtud de lo anterior, la calidad de una estructura proteica se considera
aceptable si sus aminodcidos caen en las regiones energéticamente
permitidas del grafico (Carugo y Djinovié-Carugo, 2013).

180

120
w 60| Hélice a
S Izquierda
o
=) 0
=2 Hélice a

60 | ®=dDerecha

-120 |-

-180 ' '

-180 -90 0 90 180
® (grados)

Figura 3.8. Diagrama de Ramachandran. Las zonas sombreadas en azul corresponden
a las zonas permitidas.
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Los diagramas de Ramachandran son utiles en el andlisis estructural
de las conformaciones de las proteinas. En este, cada residuo en una
secuencia es representado por un punto en el espacio bidimensional,
en donde los ejes corresponden a los valores de cada uno de los dos
angulos diédricos definidos alrededor del enlace peptidico, tomando
valores entre -180° y 180° (Starikov et al., 2006). La glicina constituye
una excepcion, ya que en lugar de una cadena lateral voluminosa posee
un pequeiio atomo de hidrégeno y posibilita muchas combinaciones
de ® y . Es por esto que la glicina toma a menudo en la estructura
de las proteinas posiciones conservadas e importantes, y permite
conformaciones poco usuales y a veces prohibidas, por su poca
necesidad de espacio (Muller-Esterl, 2009).

Junto con los angulos de torsion, ® y U, la flexibilidad presente en el
esqueleto del polipéptido también esta determinada por un tercer
angulo, w (omega), el cual corresponde al angulo alrededor del enlace
entre el carbono carbonilo y el nitrégeno. En una cadena polipeptidica,
el angulo ® del residuo i se define por la torsion N-C_y  por la torsion
de C-C_. El tercer angulo, w, se limita en gran medida a valores de
180° para los péptidos de configuraciéon trans, aquellos en donde los
carbonos alfa, C , de un mismo enlace peptidico se situan en posiciones
opuestas del doble enlace; y 0° para péptidos de configuracién cis, en
donde los C_se situan hacia el mismo lado del doble enlace (Rodriguez
et al., 1998).

Estudios de difraccion de rayos X de diversas proteinas han evidenciado
laexistenciade preferenciasenlosvaloresdelosangulosdetorsidnsobre
la base de consideraciones energéticas simples. Dichas conformaciones
son energéticamente favorables (Ramakrishnan y Balasubramanian,
1972) y surgen en respuesta a las cadenas laterales de los aminoacidos
con ciertos pares de angulos que tienden a ocupar zonas en el espacio,
correspondientes a regiones no favorables. Es por esto que modelos
proteicos que presenten desviaciones de las conformaciones proteicas
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comunes, pueden utilizarse como indicadores de errores potenciales
en la estructura.

El diagrama de Ramachandran es utilizado de forma rutinaria
para comprobar la calidad estereoquimica de las estructuras
tridimensionales de las proteinas, creadas a partir de simulacién
computacional (Carugo y Djinovi¢-Carugo, 2013). En él, se grafica el
angulo de torsién  de la cadena principal versus el angulo de torsion
@ de cada residuo de aminodcido en la proteina, con excepcién de los
residuos terminales, ya que los residuos N- y C-terminal no presentan
angulo @ y U, respectivamente. Aunque cada péptido tiene su propio
diagrama caracteristico, generalmente son similares (Comyn, 1997),
de tal manera que existen ciertas combinaciones de los angulos
® y § energéticamente mds favorables que otras. De esta forma,
revela caracteristicas del modelado que pueden ser el resultado de
errores cometidos durante el refinamiento, tales como orientaciones
incorrectas de secuencias especificas de la cadena polipeptidica, o de
las moléculas de agua. Principalmente, estos errores ocurren al poseer
una resolucién limitada y pocos datos de difraccién (Kleywegt y Jones,
1996).

Con base en las dreas permitidas estéricamente, los aminodcidos
pueden agruparse en tres categorias basicas: los que poseen mayor
libertad de movimiento en términos de sus combinaciones ® y {, en
esta categoria se encuentra la glicina debido a que no presenta cadena
lateral, aunque también puede ser excluido de ciertas regiones.
Por su parte, el residuo de prolina, el cual tiene dos conexiones
covalentes a la columna polipeptidica, es el aminoacido que presenta
mayores restricciones y sus regiones accesibles en la grafica ® y ¢
estan confinadas a pocos valores del dngulo ® (Gu y Bourne, 2009),
aproximadamente restringido para -60° (Gutte, 1995). Para los demas
residuos el diagrama de Ramachandran es casi idéntico al de la alanina,
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el cual tiene solo el 50% de los espacios permitidos para la glicina
(Gutte, 1995).

Las regiones favorables de la grafica corresponden a estructuras
secundarias regulares, como son las hélices con giro a mano derecha,
conformaciones extendidas (como las encontradas en las hélices
B) y hélices con giro a mano izquierda. Estas regiones corresponden
a las zonas de mayor densidad identificadas en la Figura 3.8. Incluso
residuos en bucles tienden a caer en estas regiones. Las regiones de
menor densidad corresponden a regiones menos favorables (Gu y
Bourne, 2009). De esta forma, todos los cuadrantes, excepto el inferior
derecho son permitidos para los residuos de D-aminodcidos, asi los
diagramas de Ramachandran para los residuos de D- y L- aminodcidos
son simétricos al ser rotados 180° alrededor del eje en el centro de la
gréfica (Gutte, 1995).

La Figura 3.9 muestra la estructura 3D de la proteina Rab6 de
Plasmodium falciparum (PDB: 1D5C), asi como el diagrama de
Ramachandran del modelo tedrico de esta macromolécula, en donde
cada punto representa uno de los aminoacidos que conforman dicha
estructura. En el grafico se muestra que el 96.2% de los residuos se
encuentran en sitios favorecidos, el 2.5% en zonas permitidas y tan solo
2 aminodcidos en zonas no permitidas representando el 1.2% del total
de aminoacidos, porlo cual puede considerarse que es un buen modelo.
Ademas, la mayoria de los puntos se ubican en las zonas caracteristicas
de las hélices ay hojas B, tal como se esperaria al observar la estructura
3D. La presencia de la mayoria de residuos en las regiones favorables
varia en funcién de la resolucién. A baja resolucion, los puntos en la
grafica de Ramachandran tienden a dispersarse debido a que la calidad
de los datos disminuye cuando el modelo de la estructura proteica se
vuelve menos exacto (Gu y Bourne, 2009).
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Figura 3.9. Proteina Rab6 de Plasmodium falciparum (PDB: 1D5C). (A) Estructura
tridimensional. (B) Diagrama de Ramachandran obtenido con Rampage (http://
mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

Algunos recursos bioinformaticos empleados rutinariamente para la
determinacién del grafico de Ramachandran a partir de secuencias
proteicas son:

RAMPAGE

Ramachandran Plot Assessment:
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php

Desarrollado por la Universidad de Cambridge, este software presenta
el diagrama de Ramachandran de cualquier archivo PDB.
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Ramachandran plot 2.0

Ramachandran Plot 2.0:
http://dicsoft1.physics.iisc.ernet.in/rp/

Paquete de graficos desarrollados para mostrar los angulos de torsion
® y  de un tipo de aminoacido particular en la cadena principal de
una proteina de estructura conocida. Ademas de mostrar los dngulos
para los diferentes residuos, también presenta un andlisis detallado
con la informacién de la ocurrencia de los residuos de aminodcidos
individuales en diversas regiones de la gréfica. En este software se
encuentran todas las estructuras de proteinas disponibles en PDB
(Gopalakrishnan et al., 2007).

UPPSALA
UNIVERSITET

Uppsala Ramachandran Server:
http://eds.bmc.uu.se/ramachan.html

Este servidor puede ser utilizado para generar el grifico de
Ramachandran de una estructura proteica depositada en PDB. Este
servicio se basa en el programa Moleman2 (Kleywegt y Jones, 1996).

USK

STAN- the structure analysis server: Uppsala Software Factory
http://xray.bmc.uu.se/cgi-bin/gerard/rama_server.pl

Software desarrollado por la Universidad de Upsala. Utiliza el programa
Molemann2 para generar una grafica de Ramachandran para cada
cadena proteica.
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UCLA

UCLA MBI -SAVES :
http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/Ramachandran/

Desarrollado por la Universidad de California. Este metaservidor corre
seis programas para comprobar y validar las estructuras de proteinas
durante y después del refinamiento del modelo.

Lista de servidores, actualizada el 20 de Julio de 2014.
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CAPITULO 4. ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura secundaria es el segundo nivel de organizacién de la
arquitectura proteica, correspondiente a los patrones de plegamiento
y asociacién de la cadena polipeptidica (Zumdahl y Decoste, 2010).
La estructura secundaria estd formalmente definida por los puentes
de hidrégeno intramoleculares, es decir, en el mismo biopolimero
(Huang, 2008), contribuyendo significativamente con la estabilizacion
del plegamiento total de la proteina. Los tres tipos de elementos de
estructura secundaria mas comunes son: las hélices alfa, las hojas beta
-las cuales pueden ser paralelas o antiparalelas- y los giros beta (Petsko
y Ringe, 2004). Tales elementos de la estructura secundaria surgen
cuando aparecen patrones recurrentes de angulos ¢ y | permitidos.

La estimacion de la estructura secundaria de los polipéptidos es
importante para el estudio de su estructura, plegamiento y dindmica
(Swain y Atreya, 2009). La tendencia de los aminoacidos para
conformar ciertos tipos de estructuras, descubiertas por Chou vy
Fasman en 1970 al analizar un pequefio nimero de proteinas, ha sido
utilizada en cuantiosos métodos de prediccion a partir de la secuencia
aminoacidica, usando enfoques variados. Entre los que se encuentran,
la teoria de la informacion, redes neuronales y el método del vecino
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mas cercano, alcanzando una mejora importante en la precisién y
predicciéon de la misma (Costantini et al., 2006).

Ademas de la propension intrinseca de cada aminodcido, para hacer
parte de un elemento de estructura secundaria en particular, existen
otros factores relevantes como las interacciones de largo alcance, y
el impedimento estérico entre las cadenas laterales e interacciones
locales (Bellesia et al., 2010). A continuacidon se describen algunos
tipos de estructura secundaria:

HELICE a

La hélice alfa fue descrita por Pauling en 1951, quien realizé estudios
de difraccidon de rayos X de cristales de aminoacidos y de péptidos
pequefios (Teijon, 2006). Estas aparecen como un pico de alta
probabilidad en torno a ¢ = -50, Y= -50, mientras que las hojas B
forman un pico mas difuso alrededor de ® =-120, y=120. Las hélices a
tipicamente interactlan entre si a través de los residuos hidrofdbicos
interiorizados, puentes salinos e interaccién de las cadenas laterales
(Emberly et al., 2003). Esta estructura secundaria es la mas comun en
proteinas, pues constituye, en la mayoria de los casos, mas del 40% de
la estructura del polipéptido (Shaginian et al., 2009).

La apoliproteina humana (Figura 4.1) es el principal componente
proteico de la lipoproteina de alta densidad y participa en el transporte
del exceso del colesterol de los tejidos periféricos hacia el higado
para su catabolismo y excrecion. Esta proteina presenta casi en la
totalidad de su estructura, una disposicion pseudocontinua de hélices
o marcadas por torceduras espaciadas regularmente en forma de
herraduras (Borhani et al., 1997).
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Figura 4.1. Esquema de la apoliproteina humana (PDB: 1AV1). (A) Estructura
tridimensional completa. (B) Representacion de la estructura de hélice a.

La hélice a se forma al enrollarse la estructura primaria sobre si misma,
repitiéndose exactamente cada 18 residuos, que representan cinco
vueltas, por lo tanto tiene 3.6 residuos por vuelta. La elevacién de
los residuos es de 0.15 nm/residuo, de forma que el paso de hélice
es de 0.54 nm/vuelta (Figura 4.2). Los valores de los angulos ¢ y ¢
para esta estructura son de -57° y -47°, respectivamente. Debido a
la compactacién resultante, las cadenas laterales de los residuos no
pueden alojarse dentro de la hélice, y en su lugar son ubicadas en la
periferia (Figura 4.3) (Rodriguez, 2008).
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Cadenas laterales

Puentes de
Hidrégeno

Esqueleto
hidrocarbonado

0.54 nm

Figura 4.2. Hélice alfa. (A) Representacion en cintas. (B) Vista longitudinal mostrando
las cadenas laterales. (C) Estructura molecular y puentes de hidrégeno de la hélice
alfa.

La estabilidad de esta conformacién es originada, principalmente, por
la formacidn de puentes de hidrégeno entre el grupo carbonilo (-C=0)
de un aminoacido, y el hidrégeno del grupo amino (-NH) (del tercer
o cuarto aminoacido (Brihuega, 2011). Asimismo, interacciones no
polares y de van der Waals entre las cadenas laterales de los residuos,
en particular, sus dtomos Ca, también participan en la estabilizacion
de la estructura. Finalmente, la direccion del giro aporta estabilidad a
la molécula. Estructuralmente, el giro de las hélices puede ser hacia la
derecha o la izquierda, sin embargo, la mayoria de los polipéptidos se
orientan hacia la derecha. Esto se debe a que la estructura resultante
de la conformacidn hacia la izquierda presenta impedimentos estéricos

que la hacen menos estable (Kessel y Ben-Tal, 2010).
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Figura 4.3. Vista frontal de la hélice alfa. En el recuadro se muestra la vista ampliada
de los puentes de hidrégeno formados entre el oxigeno del grupo carboxilo y el
hidrégeno del grupo amino del esqueleto hidrocarbonado.

Las hélices a pueden tener diferentes caracteristicas fisico-quimicas
de acuerdo a los aminoacidos que las conforman y a su distribucion
espacial. Estas propiedades son importantes en cuanto facilitan el
desarrollo normal de la funcién o localizacién de las proteinas. Un
ejemplo de ello son las hélices a que se encuentran haciendo parte
de dominios transmembrana de las proteinas, las cuales tienen un
caracter anfipdtico (polar y apolar al mismo tiempo), al poseer un
extremo conformado por aminodcidos hidrofébicos que se insertan e
interaccionan con la porcidn lipidica de la membrana, y otro extremo
formado por residuos polares que interaccionan con las cabezas de
los fosfolipidos de la membrana y con el disolvente (Gautier et al.,
2008). Con el fin de identificar estas caracteristicas estructurales han
sido desarrolladas numerosas herramientas disponibles en internet de
manera gratuita, tales como los programas para la representacién en
forma de rueda o “helical wheel” de las hélices a, los cuales asignan
un color y nimero para denotar las propiedades de los aminoacidos
qgue conforman la hélice y su orden en la secuencia proteica,
respectivamente (Figura 4.4).
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L20

Figura 4.4. Representacion en forma de rueda de la hélice correspondiente a la
secuencia: FWKAVTAEFLAMLIFVLLSLG de la acuaporina 4 humana (PDB: 3GDS8),
obtenida usando la herramienta Helical Wheel Projections (http://rzlab.ucr.edu/
scripts/wheel/wheel.cgi).

En esta representacion, los residuos mas hidrofébicos son de color
verde, y la intensidad de este color disminuye proporcionalmente a la
hidrofobicidad, denotando con amarillo los que no son hidrofébicos. Los
residuos hidrofilicos estdn codificados con el color rojo, siendo el color
mas intenso para el residuo mas hidrofilico (sin carga), y la cantidad de
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este color va disminuyendo proporcionalmente a la hidrofilicidad. Los
residuos potencialmente cargados son mostrados de color azul claro.

Asi como la presencia de ciertos aminodcidos le confiere caracteristicas
fisico-quimicas a la hélice que conforman, otros pueden desestabilizar
la estructura. Los residuos de prolina dentro de una hélice crean
curvaturas en la estructura primaria, que impiden la formacién de un
patrén regular por los enlaces de hidrégeno. Residuos de isoleucina
alteran la estructura secundaria debido al impedimento estérico
causado por el gran tamafo de sus cadenas laterales. Por el contrario,
la glicina, al tener solo un H como cadena lateral, permite demasiada
libertad de movimiento, desestabilizando la hélice (Kessel y Ben-Tal,
2010).

HELICE 3,

Estas se enrollan de forma mas estrecha que la hélice a, y se encuentran
en una region ligeramente prohibida del diagrama de Ramachandran.
Su nombre deriva de la cantidad de residuos (n = 3) y del nimero
de dtomos (10) presente en cada vuelta. Sus apariciones son poco
frecuentes, generalmente como terminaciones de las hélices a, donde
forman un Unico giro (Voet y Voet, 2006). Ademas, los dipolos que
forman los enlaces de hidrégeno no se encuentran en el minimo de
energia y el empaquetamiento de las cadenas laterales de los residuos
es bastante desfavorable.

La estructura de la hélice 3, desde diferentes angulos es mostrada en
la Figura 4.5. Esta tiene tres residuos por vuelta, estabilizada por un
puente de hidrégeno entre el C=0 de un residuo y el -NH del residuo
i+2. Su conformacion en las proteinas corresponde a los dngulos -49°
y -26° para @ y W, respectivamente. Segmentos pequefos de este
tipo de estructuras han sido encontrados en las proteinas lisozima,
hemoglobina y anhidrasa carbdnica (Rivera et al., 2001).
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Figura 4.5. Hélice 3, presente en el péptido gp41 (Secuencia: ELLELDKWASLWN),
epitope de uno de los tres anticuerpos conocidos capaces de neutralizar un amplio
espectro de aislados primarios del VIH-1 (PDB: 1LBO0). (A) Representacién en cintas.
(B) Vista longitudinal. (C) Estructura molecular. (D) Vista frontal.

HELICE t

A diferencia de las hélices a 'y 3, la hélice 1t es una estructura muy
poco comun, en donde los enlaces de hidrégeno estan formados
por residuos separados entre si cuatro posiciones (i, i+4) (Cooley et
al., 2010). Debido a esto, una hélice mt tiene 4.1 residuos por vuelta
(Brihuega, 2011). Los angulos ® y W corresponden a -57° y -70°,
respectivamente. El empaquetamiento de sus cadenas laterales se
encuentra en un nivel intermedio entre los tipos de hélice, aunque
desfavorable, es mejor que en las hélices t (Cooley et al., 2010).

HOJA B

Esta conformacién es menos compacta que los tipos de hélices
anteriormente descritos, los dngulos ® y W corresponden a -120° y
-120°, respectivamente. Una hoja plegada beta se forma a partir de
dos o mas cadenas polipeptidicas adyacentes, extendidas y alineadas
casi por completo (Fromm y Hargrove, 2012). Esta hoja se estabiliza
mediante puentes de hidrégeno formados entre los grupos -NH de una
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cadena y los grupos C=0 de la otra (Sadava, 2009). La representacion
grafica de la estructura del traptavidin, una proteina de alta afinidad
de unién a biotina, conformada mayoritariamente por hojas beta,
aparece en la Figura 4.6.

Figura 4.6. Esquema del traptavidin (PDB: 2Y3E). (A) Estructura tridimensional
completa. (B) Representacion de la estructura de hoja beta.

Su presencia es muy frecuente en proteinas, por ejemplo, en
proteinas globulares las hojas B ocupan aproximadamente el 15%
de su estructura. Pueden ir en la misma direcciéon (N- a C- terminal),
denominandose hojas beta paralelas; o en direcciones contrarias,
hojas beta antiparalelas. También es posible la aparicion de hojas
beta mezcladas que combinen ambas direcciones (Petsko y Ringe,
2004), puesto que una hoja B plegada puede formarse entre cadenas
polipeptidicas diferentes, o entre distintas regiones de una misma
cadena polipeptidica que se repliega sobre si misma (Sadava, 2009). No
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existen preferencias en el numero de hojas paralelas o antiparalelas,
sin embargo, hojas B paralelas con menos de cuatro hebras son poco
frecuentes.

A continuacién serdn presentadas las caracteristicas generales de
ambos tipos de hojas beta.

Hojas beta antiparalelas. En este tipo de arreglo, las hebras B se
encuentran separadas entre si por un giro de pocos aminoacidos. Las
hebras que la conforman tienen direcciones de secuencia alternadas,
como consecuencia, los enlaces de hidrogeno pueden darse entre
aminoacidos mds cercanos en la secuencia primaria (Ghosh y Pal,
2002), tal como es mostrado en la Figura 4.7.

Figura 4.7. Hojas B antiparalelas. (A) Representacion de la estructura. (B) Puentes de
hidrégeno. (C) Vista frontal. (D) Estructura molecular.

Hojas beta paralelas. Las hebras que hacen parte de esta estructura
tienen la misma direccién en sentido N- a C- terminal. Esto se debe a
gue el segmento de residuos entre hebra y hebra es lo suficientemente
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largo para permitir la alineacién de la segunda hebra en la misma
direccién que la primera (Figura 4.8). Los enlaces de hidrégeno estan
distanciados de manera regular (Ghosh y Pal, 2002). En las hojas
beta paralelas, el enlace de hidrégeno de la cadena principal de un
aminoacido, requiere un hidrégeno del grupo amida y un oxigeno del
grupo carboxilo de diferentes aminoacidos en la cadena adyacente
(Fromm y Hargrove, 2012).

Figura 4.8. Hojas beta paralelas. (A) Representacién de la estructura. (B) Puentes de
hidrégeno. (C) Vista frontal. (D) Estructura molecular.

GIROS

Corresponde a un retorno corto del esqueleto de la proteina. Un giro
con n residuos tiene una distancia de menos de 7A entre los carbonos
o de los residuos i e i+n. Existen cuatro tipos diferentes de giros: giros
X (3 residuos), giros B (4 residuos), giros a (5 residuos), y giros 1 (seis
residuos) (Rangwala y Karypis, 2010).

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE PROTEINAS

La estructura terciaria completa de las proteinas actualmente solo
es accesible por cristalografia de rayos X y RMN. Todas estas técnicas
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requieren que la molécula pueda formar una matriz cristalina bien
ordenada, que solo es alcanzable para una pequefia fraccion de las
proteinas. De hecho, algunas proteinas estan desordenadas, por su
naturaleza, y no pueden ser estudiadas mediante técnicas de difracciéon
de alta resolucidon. Por lo tanto, la determinacidn de la estructura
secundaria de las proteinas en solucién puede hacerse por técnicas
espectroscépicas como: dicroismo circular (DC) y espectroscopia
vibracional, proporcionando una imagen valiosa de la estructura de las
proteinas, en un entorno que esta cerca de ser el nativo (Shariati-Rad
y Hasani, 2009).

Dicroismo circular. La espectroscopia de dicroismo circular (DC) ha
sido un método valioso para el analisis de las estructuras secundarias
de proteinas durante muchos afios. La llegada de la espectroscopia
de dicroismo circular de radiacion sincrotrén (SRDC), y mejoras en
la instrumentacion de DC convencional, han permitido un aumento
de la informacion en los espectros. Ademas, han sido desarrollados
nuevos métodos de calculo, bioinformaticos y nuevas bases de datos
de referencia que, en gran medida, mejoran y facilitan el analisis de los
espectros de DC (Whitmore y Wallace, 2008).

El fendmeno de dicroismo circular se origina por diferencias de
absorcion entre los componentes vectoriales dextrégiro y levégiro de
un haz de luz polarizada a medida que atraviesa una disoluciéon que
contenga una molécula épticamente activa, tal como un L-aminoacido,
en las proteinas. Los aminodacidos aromaticos y la cadena polipeptidica
producen una rotacién éptica y un espectro de DC. Debido a las
diferencias entre los espectros de las hélices a, las hojas B y las regiones
desordenadas, el dicroismo circular constituye un método sensible
para determinar la cantidad y el tipo de estructura secundaria de una
proteina (Devlin, 2004).

El dicroismo circular mide la diferencia en absorcidn entre la luz
polarizada circularmente hacia la izquierda y la derecha cuando una
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molécula asimétrica se encuentra en la trayectoria de la luz. En general,
la velocidad de ambas ondas de luz se ve disminuida por la interaccion
con una molécula quiral; sin embargo, una estarda mas retrasada que
la otra, lo que da lugar a una absorcion neta de banda. La diferencia
en la absorcién es proporcional a la concentracién de la muestra (c),
la longitud del camino dptico (l), y la diferencia de absortividad molar
(Ag) de acuerdo con la ley de Beer (McReynolds y Gervay-Hague, 2000).

El comportamiento circular dicroico de una molécula se mide como
la elipticidad, 6. Este término se refiere a la forma eliptica del vector
eléctrico trazado cuando una forma de la luz es absorbida por la
muestra de una manera diferente que la otra. La elipticidad de una
molécula (dada en unidades de miligrados) es transformada por cada
longitud de onda en un valor que depende de la masa molecular, M (en
g/mol), la concentracién, c (g/L), y el paso de luz, | (mm). Los valores
resultantes, conocidos como la elipticidad molar [B8] (Ecuacién 4.1),
son los que comUnmente aparecen en la literatura para el dicroismo
circular de biomoléculas (McReynolds y Gervay-Hague, 2000).

Ecuacion 4.1: [9]=(OM)/cl

RECURSOS BIOINFORMATICOS PARA LA DETERMINACION DE LA
ESTRUCTURA SECUNDARIA

La forma usual de determinacidn de la estructura de las proteinas es
a través de analisis de rayos X de cristales proteicos. Debido a que
este método es muy sofisticado y no siempre es posible, por la falta
de cristales, es util hacer predicciones de estas estructuras utilizando
datos de las secuencias. A continuacidon se presenta una serie de
recursos bioinformaticos utilizados para este fin.
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Jpre
pre. . JPRED3

http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/index.html

Utiliza el algoritmo Jnet que proporciona un 81.5% de exactitud. La
secuencia de aminodcidos puede introducirse a través de una busqueda
simple o de la opcién “Advanced” que permite cuatro formatos de
entrada diferentes y hacer alineamientos multiples. Antes de realizar
la prediccién, este servidor muestra los homdlogos de estructura
conocida encontrados en PDB.

m The PSIPRED Protein Sequence Analysis

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

Permite ingresar una secuencia de hasta 1500 residuos en el cuadro de
blsqueda como una linea de cédigos de aminoacidos de una sola letra
o como formato FASTA. Para poder enviar el trabajo se debe asignar un
identificador corto. Los resultados son faciles de interpretar y pueden
ser descargados en PDF.

T APSSP2: Advanced Protein Secondary Structure
Prediction Server
http://www.imtech.res.in/raghava/apssp2/
Emplea el enfoque del vecino mas cercano y redes neuronales para

realizar la prediccién de estructura secundaria a partir de una secuencia
de aminoacidos.
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YASSPP. yasspp
http://glaros.dtc.umn.edu/yasspp/

Predice la estructura secundaria a través del algoritmo YASSPP (Karypis,
2006), ademads permite experimentar ajustando tres parametros
avanzados. Para realizar la determinacion es necesario ingresar
un nombre de identificacidn para el trabajo y una cuenta de correo
electrdnico.

ABS

http://abs.cit.nih.gov/

Protein Structure Prediction

Permite escoger entre una gran variedad de métodos entre los que
se encuentran, paramétricos, semiparamétricos, de redes neuronales,
del vecino mds cercano y métodos hibridos.

SPLIT 4.0 SERVER SPLIT 4.0 Server
http://split.pmfst.hr/split/4/

Predice la estructura secundaria de proteinas de membrana. El uso del
servidor es gratuito para actividades académicas y tiene una version
de prueba de dos dias para actividades comerciales. Los resultados son
presentados en versién grafica y numérica.

_' SABLE

http://sable.cchmc.org/

Basado en la secuencia, predice la accesibilidad de solvente relativa,
estructuras secundarias y dominios transmembrana de las proteinas
de estructura desconocida.
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CFSSP

http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/

Utiliza el algoritmo de Chou y Fasman (1974) para realizar la prediccion,
a partir de la secuencia proteica en formato FASTA. Los resultados son
generados en poco tiempo y presentados usando codigos de colores
en graficas y letras debajo de la secuencia blanco.

B Network Protein Sequence @nalysis

http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/bioactivity/NPS2.
html

Este servidor proporciona una lista de doce métodos para realizar la
prediccidn, en la cual usted podra elegir el o los de su preferencia.

UVa FASTA Server Uva FASTA Server

http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_www.
cgi?Rm=miscl

En este servidor es necesario escoger el programa a utilizar e ingresar
la secuencia en formato FASTA. El resultado es proporcionado muy
rdpidamente en forma de cédigo de letras precedido por la secuencia
blanco.
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- e 2
ﬁ YASPIN Secondary Structure Prediction

http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/

Permite secuencias de hasta 4000 aminodcidos. YASPIN realiza las
predicciones utilizando el llamado modelo oculto de red neuronal, que
es la combinacidn de una red neuronal y el modelo oculto de Markov
de estructuras de proteinas locales. Los resultados se muestran a
través de un cdédigo de letras, debajo de la secuencia de aminodcidos.

Jufo 3D Server

http://www.meilerlab.org/index.php/servers/show?S_id=8

El servidor Jufo de Meiler-Lab realiza una prediccién de la estructura
secundaria codificada por letras con cerca del 75% de exactitud,
ademads, provee las probabilidades de que el residuo corresponda a un
bucle, una hélice y una hebra.

I
\’/&) Secondary Structure Prediction by Chou-Fasman, GOR

and Neural Network

http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/MIX/

Ofrece la posibilidad de comparar entre tres métodos de prediccién
diferentes (Chou-Fasman, GOR, Neural Network). El resultado es
mostrado a través de cddigos de letras, precedido por un resumen
grafico que indica la disposicion de los elementos de estructura
secundaria en la cadena de la secuencia blanco.
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|kurgan 1ab

http://biomine.ece.ualberta.ca/1D/1D.html

1D Protein Structure Prediction Server

Este servidor estd disefiado para realizar tres tipos de predicciones:
del contenido de la estructura secundaria, de la clase estructural, y
del tipo de pliegue basado en una secuencia de la proteina. Para la
determinacién de la estructura secundaria, los resultados presentan
la secuencia blanco seguida por la prediccidn de estructura secundaria
hecha por PSIPRED, usando el formato de cdédigos de una letra para
cada elemento de estructura secundaria.

be

http://www.ibi.vu.nl/programs/sympredwww/

SYMPRED Consensus Secondary Structure Prediction

Este servidor utiliza el algoritmo PSI-BLAST y permite ajustar varios de
los parametros para realizar la prediccién, ademas requiere la selecciéon
de una combinacién de métodos entre los que se encuentran PHDpsi,

PROFsec, SSPro 2.01, Predator, YASPIN, JNet y PSIPred.

Netsurfp ver. 1.1

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/

Permite ingresar una secuencia de hasta 500 residuos. Este servidor
realiza una prediccién de la accesibilidad de la superficie y de la
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estructura secundaria de la cadena blanco, la cual es presentada en
forma de probabilidades.

00100z~ PREDICT
110100% (J;ROT IN

AR

Predictprotein

http://www.predictprotein.org/

Este servidor proporciona una amplia variedad de informacién en sus
resultados, derivada del analisis de la secuencia blanco, incluyendo
la prediccion de estructura secundaria de la proteina, asi como de la
accesibilidad de los disolventes.

PORTER

http://distill.ucd.ie/porter/

Predice la estructura secundaria a partir de una secuencia de
aminoacidos, la cual debe ser ingresada utilizando cédigos de una
sola letra sin espacios, los resultados se muestran en forma de letras
que representan elementos de estructura secundaria para cada
aminodacido.

T

Pt P SCRATCH Protein Predictor

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/

En este servidor puede escogerse una o varias opciones para el analisis
de la secuencia proteica, entre las que se encuentran los métodos de
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prediccidn de la estructura secundaria SSpro y SSpro8. Los resultados
aparecen en coédigos de letras debajo de la secuencia blanco.

HMMTOP

http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html

Este servidor predice el nUumero de hélices transmembrana de una
determinada secuencia de aminodcidos.

Otra herramienta interesante es la base de datos de espectros de
dicroismo circular:

cp

P B Protein Circular Dichroism Data Bank

http://pcddb.cryst.bbk.ac.uk/home.php

El Banco de Datos de Dicroismo Circular de Proteinas (PCDDB)
es un repositorio publico de los archivos de dicroismo circular
(DC) y de dicroismo circular de radiacion sincrotrén (SRDC), que
distribuyen libremente los datos espectrales y sus metadatos
asociados experimentalmente. Todas las entradas son sometidas a
los procedimientos de validacién y la preservacidon para asegurar la
integridad, la consistenciaylacalidad delosdatosincluidos. Unainterfaz
basada en la web permite a los usuarios navegar y consultar los tipos de
muestras, las condiciones de muestreo, los parametros experimentales
y proporciona espectros, tanto en formato de visualizacidon grafica,
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como archivos de texto descargables. Las entradas estan vinculadas
a la secuencia primaria (UniProt) y bases de datos estructurales (PDB)
(Whitmore et al., 2011).

Lista de servidores actualizada el 3 de junio de 2015.
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CAPITULO 5. ESTRUCTURA SUPERSECUNDARIA

El arreglo espacial de varios elementos de estructuras secundarias,
incluyendo los segmentos de cadenas polipeptidicas que conectan estos
elementos estructurales, pueden formar un arreglo tridimensional
gue, comunmente, recibe el nombre de estructura supersecundaria.
Diversos autores pueden referirse a este nivel con el nombre de
motivo o dominio estructural (Calderén-Vélez, 2006), aunque estos
dos ultimos conceptos tengan connotaciones diferentes. En este
libro, la palabra motivo serd designada para referirse a agregados
de estructura secundaria presentes de manera frecuente en la
arquitectura polipeptidica. A diferencia de los motivos, los dominios
forman regiones globulares bien diferenciadas y ademds, poseen
funcionalidad independiente dentro de la estructura de las proteinas.

La presencia de motivos formados por los mismos elementos
secundarios principales, en igual orientacién y conectividad, permite
la clasificacién de polipéptidos a pesar de presentar diferencias en su
secuencia. La mayoria de los motivos parecen estar constituidos de
un numero limitado de estructuras supersecundarias, tales como las
horquillas aa, horquillas B y elementos BaB (Richardson, 1977), las
cuales se encuentran en, aproximadamente, un tercio de todas las
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proteinas de estructura conocida (Orengo et al., 1994; Salem et al.,
1999).

Algunas de las estructuras supersecundarias mds importantes son:

ESTRUCTURA DE DOMINIO a

Estd formada unicamente por hélices a conectadas por bucles en la
superficie de los dominios (Figura 5.1) (Fasman, 1989). Los dominios
a pueden tener diversas funciones como el transporte de oxigeno, el
transporte de electrones y la unién a acidos nucleicos (Petsko y Ringe,
2004).

~

_/

Interleuquina-6

Estructura del
dominio alfa

Figura 5.1. Estructura de dominio a de la proteina Interleuquina-6 (PDB: 1P9M).

HORQUILLA aa

Formada por dos hélices a cortas, conectadas entre si mediante una
secuencia sin estructura secundaria (Figura 5.2). Este es un motivo
de unidn al ADN, caracteristico de proteinas que regulan la expresion
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génica, tales como el inhibidor de la transcripcién en el bacteriéfago
A (represor A, PDB: 1LMB), el represor de triptéfano (PDB: 1WRP), y
el factor de transcripcién de choque térmico HSF (PDB: 3HTS), entre
otras (McLaughlin y Berman, 2003).

A.

Figura 5.2. Complejo formado entre el represor A (PDB: 1LMB) y el ADN. (A) Vista
tridimensional. (B) Motivo horquilla aa (vino tinto).

El reconocimiento y unién al ADN es realizado mediante las dos hélices
o a cada extremo del motivo (N-terminal y C-terminal). En la mayoria
de los casos, la segunda hélice es responsable de dicho evento,
denominada hélice de reconocimiento, la cual se une al surco mayor de
la doble hélice del ADN a través de una serie de enlaces de hidrégeno e
interacciones de van der Waals, con las bases expuestas. La otra hélice
a estabiliza la interaccion entre las proteinas y el ADN (Matthews et
al., 1982). Tanto la hélice de reconocimiento como la hélice anterior
presentan la misma orientacién relativa (Wintjens y Rooman, 1996).
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MANO E-F

Formada por dos hélices a conectadas entre si por un giro (Figura 5.3).
En la mayoria de las proteinas que lo contienen, este motivo puede
unirse a calcio o, en algunos casos, a magnesio (Malmendal et al.,
1999), con diferencias sutiles en la afinidad. Esta presente en proteinas
como la calmodulina (PDB: 1CLL), la troponina-C (PDB: 2KRD) y la
proteina RAS (PDB: 2PMY). La unién a estos iones ocurre gracias a las
tres cadenas laterales del dcido aspartico localizadas en la secuencia
que conectan las dos hélices (Pascual-Ahuir et al., 1991). Las funciones
de las proteinas que contienen estos motivos son muy diversas, entre
ellas se encuentran: el almacenamiento de calcio en el citosol, la
transducciéon de sefales entre los compartimentos celulares (Skelton
et al., 1994) y la contraccién muscular (Holmes, 1996).

Dominio EF Motivo EF Mano EF

Figura 5.3. Proteina humana RAS (PDB: 2PMY). (A) Estructura completa. (B) Motivo
EF. (C) Esquema de la mano EF.

HELICES ENROLLADAS

Este motivo estructural estd formado por dos hélices a yuxtapuestas
(Figura 5.4). A menudo, estas dos hélices interactiian entre si mediante
cadenas laterales de leucina, originando una estructura llamada
“cremallera de leucina”, la cual aparece frecuentemente en proteinas
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que interaccionan con el ADN, cuyo empaquetamiento puede ser de
forma paralela o antiparalela. Este tipo de conformacién helicoidal,
reconocida como dominios de oligomerizacidn especificos, es utilizada
en la naturaleza para producir moléculas semejantes a barras que
pueden autoasociarse y formar fibras de propiedades mecanicas
definidas (Beck y Brodsky, 1998).

Esta estructura es energéticamente favorable debido a que las cadenas
laterales de los residuos que la conforman presentan muy poca
distancia entre ellas, lo que permite la estabilizacién por interacciones
electronicas, tales como fuerzas de van der Waals. Ademas, si se
presentan en la estructura cadenas laterales hidrofébicas, estas serdn
ubicadas de tal forma que sean aisladas del disolvente circundante,
disminuyendo su energia libre.

Un ejemplo comun es el activador transcripcional de levaduras
denominado GCN4 (PDB: 2ZTA), el cual posee un motivo de unién al
ADN que corresponde a una cremallera de leucina (bZIP). El dimero
bZIP esta localizado cerca del carbono terminal, e interacciona con el
ADN de manera perpendicular formando una letra T (Ellenberger et
al., 1992).

Figura 5.4. Motivo de hélices enrolladas presente en la cremallera de leucina de
GCN4 (PDB: 2ZTA).
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CUATRO HELICES EMPAQUETADAS

Consiste en cuatro hélices asociadas a lo largo de su eje longitudinal,
en el cual los residuos hidrofébicos aparecen ubicados hacia el interior
excluyendo las moléculas de agua (Figura 5.5) (Skolnick et al., 1998).
Corresponde a un motivo estructural comun entre las proteinas.
Puede ocurrir como un pliegue aislado o como parte de una proteina
mas grande. Por su parte en el ambito funcional, puede participar en
numerosas actividades que van desde el almacenamiento de metales,
hasta la estimulacién celular (Kamtekar y Hecht, 1995). Esta estructura
supersecundaria estd presente en el citocromo b562 (PDB: 3DE8) y la
miohemeritrina (PDB: 1A7E), entre muchas otras proteinas.

Figura 5.5. Representacion tridimensional de la estructura supersecundaria cuatro
hélices empaquetadas en la proteina miohemeritrina (PDB: 1A7E). (A) Vista
longitudinal. (B) Vista frontal.

134 - DIANA MONTES GRAJALES, MARIA CABARCAS MONTALVO, JESUS OLIVERO VERBEL



HORQUILLA B

Este motivo es un segmento con estructura al azar que conecta
dos hebras B adyacentes, orientadas de forma antiparalela (Figura
5.6). La hormona hepcidina-20 (PDB: 1MA4E), péptido con actividad
antimicrobiana que participa en la captacion de hierro, muestra este
motivo en su estructura (Hunter et al., 2002). Esta horquilla aparece
con mucha frecuencia en las proteinas globulares, sin embargo, su
funcién no ha sido determinada en la mayoria de ellas. La estructura
atdmica del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM)
en Methanobacterium thermoautotrophicum vy Saccharomyces
cerevisiae, sugiere que los dominios de horquilla B, presentes en la
regién N-terminal, son esenciales para la union, in vitro, al ADN (Ledn
et al., 2008). No obstante, estos resultados deben ser comparados con
otros sistemas eucariotas para confirmar la conservacién evolutiva y
funcional de la estructura.

Figura 5.6. Estructura horquilla B de la hepcidina humana (PDB: 1M4E).
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HELICE B

Este es un motivo estructural poco frecuente, caracterizado por una
hélice levdgira formada por el enrollamiento de varias estructuras B
orientadas de forma paralela. En el interior de la hélice B se acumulan
las cadenas laterales hidrofébicas, que le confieren estabilidad a la
estructura (Vaara, 1992). Esta se encuentra en la isoforma 501 de
la proteina anticongelante (PDB: 1M8N) producida por el insecto
Choristoneura fumiferana. (Figura 5.7).

Figura 5.7. Hélice beta de laisoforma 501 de la proteina anticongelante (PDB: 1M8N).
(A) Vista longitudinal. (B) Vista frontal.

MEANDRO B

Formado portres o mas hojas B antiparalelas conectadas por segmentos
con conformacion al azar (Figura 5.8). Este motivo se ha descrito
como una de las estructuras supersecundarias de mayor frecuencia,
debido a que puede ser encontrado en muchas estructuras incluyendo
barriles B y hélices B (Ayuso-Aixa, 2009). Muchos autores comparan
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su estabilidad con la que poseen las hélices alfa, debido a que forma
aproximadamente dos tercios de todos los enlaces de hidrégeno
posibles entre los atomos de la cadena principal en un segmento
especifico de la secuencia, los cuales corresponden a la cantidad de
enlaces de hidrégeno en una hélice a promedio.

Figura 5.8. Representacién tridimensional de la estructura de la proteina B (PDB:
1P4P) de Borrelia burgdorferi. (A) Vista longitudinal. (B) Estructura del meandro B.

BARRIL B

En esta estructura supersecundaria numerosas hojas beta, orientadas
de forma antiparalela, aparecen entrecruzadas, generando un arreglo
tridimensional tipo canasta o barril (Figura 5.9), donde los residuos
hidrofébicos estdan acumulados hacia el interior. Su caracteristica mas
distintiva es la capacidad que posee para unirse a pequefias moléculas
hidrofébicas, permitiendo su transporte. Las estructuras de barril beta
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son comunes en porinas, proteinas que atraviesan las membranas
externas de bacterias gram-negativas, cloroplastos y mitocondrias
y actian como un poro por el cual pueden difundirse las moléculas
(Wimley, 2003). Asimismo, la lipocalina estd formada por ocho
estructuras de barril beta que, a menudo, son secretadas en el medio
extracelular (Nagano et al., 1999). Ejemplos de esta familia incluyen
proteinas de unién a retinol (RBP, PDB: 2RCT). En ella, ocho estructuras
adoptan esta configuracién, y la molécula de retinol se acomoda en el
interior, dejando fuera Unicamente su grupo hidroxilo (OH) (Murzin et
al., 1994).

Figura 5.9. Estructura tridimensional del barril .

Los tres grupos de barriles beta mas comunes son (Figura 5.10):

1. Barriles arriba-abajo: Formados por seis a ocho hebras 3 consecutivas
dispuestas con orientacién antiparalela (Lalonde et al., 1994).
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2.Clave ollave griega: Barriles f formados por ocho hebras antiparalelas
con una o mas conexiones que atraviesan la parte superior o inferior
de la estructura (Richardson, 1977).

3. Barriles remolino o Jelly Roll: Es una estructura formada por la
adicién de un giro extra a una llave griega, asi cuatro pares de l[dminas
beta antiparalelas se envuelven tridimensionalmente formando la
estructura de barril (Richardson, 1981).

Figura 5.10. Tipos de dominios B. (A) Barriles B arriba y abajo en la proteina tricosurina
en Trichosurus vulpecula (PDB: 2R73). (B) Barril llave griega en la estructura cristalina
de gamma-b en Bos taurus (PDB: 1AMM). (C) Barriles jelly roll en la proteina
Canavalina de Canavalia ensiformis (PDB: 1CAV).

MOTIVO a-

En este dominio las hélices a y las hebras B se encuentran mezcladas
0 en segmentos alternantes conectadas por giros (Qi y Grishin, 2005).

ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE PROTEINAS - 139



Corresponde a uno de los elementos de estructuras supersecundarias
de mayor frecuencia en las proteinas, de tal forma que pueden satisfacer
diferentes requerimientos funcionales, lo que sugiere que posee gran
estabilidad (Orengo y Thornton, 1993). Las proteinas pertenecientes
a la superfamilia de las tiorredoxinas (TRX) presentan el motivo a-
en su estructura, en particular la tiorredoxina reductasa, mostrada en
la Figura 5.11, participa en la regeneracién de muchos antioxidantes,
incluyendo la vitamina C (Higdon, 2003).

Figura 5.11. Motivo a-B en la proteina tiorredoxina humana (PDB: 3TRX).

MOTIVO B-a-B

Motivo estructural formado por dos estructuras B que se orientan
de forma paralela mediante un segmento que contiene una hélice a
y dos segmentos con estructura al azar (Figura 5.12). Esta estructura
forma dominios de sitios de enlace a nucledtidos de deshidrogenasas
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y quinasas. Constituye el sitio activo fundamental de una gran cantidad
de enzimas (Faber y Pestko, 1990).

Figura 5.12. Motivo B-a-B de la proteina 3a, 20B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(PDB: 1HDC).

PLEGAMIENTO DE ROSSMANN

Consta de tres o mas hebras B paralelas unidas por dos hélices a en el
orden B-a-B-a-B-a. Es frecuente en proteinas que se unen a nucledtidos
y puede relacionarse directamente con la funcién bioldgica de unién al
cofactor dinucledtido de flavina-adenina (FAD) o nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) (Schulz, 1992). La enzima alcohol deshidrogenasa
de higado de caballo (HLADH) es un ejemplo de proteinas con este
tipo de motivos (PDB: 1P1R). Cada plegamiento de Rossmann puede
unirse a un mononucledtido, de esta forma, un dinucleétido como
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el NAD requerird de dos motivos Rossmann. Es de interés mencionar
gue esta estructura supersecundaria es comun en proteinas primitivas
cuya funcion ha sido asociada con el metabolismo de carbohidratos y
nucledtidos, por lo general con sitios especificos de unién a cofactores
tales como el NADH, la forma reducida de NAD (Ma et al., 2008) (Figura
5.13).

Figura 5.13. Vista tridimensional del plegamiento de Rossmann (PDB: 1P1R).

MOTIVO HELICE a-HEBILLA B

Encontrada principalmente en dominios a-f de tamafio pequeno y
mediano (35-200 residuos). Entre los dominios mas pequefios con
esta estructura se encuentran los de la proteina antibacterial sapecin
Ay los dedos de zinc (Figura 5.14), los cuales poseen las estructuras
aBpB y BBa respectivamente. En este motivo, el lado de la hebra B mas
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distante, casi siempre, esta frente a la parte restante de la estructura
proteica, mientras que la otra se dirige al medio acuoso (Kajava, 1992).

Figura 5.14. Vista tridimensional del motivo hélice a-hebilla B (anaranjado) en la
proteina 1 de dedos de zinc y homeoboxes (PDB: 2GHF).
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CAPITULO 6. ESTRUCTURA TERCIARIA

El término estructura terciaria es utilizado para describir la forma
en la cual la cadena polipeptidica adquiere un plegamiento global
que determina una forma tridimensional especifica. La cadena
principal adopta un pliegue caracteristico siguiendo la disposicién
de la estructura secundaria y supersecundaria del polipéptido, lo
gue permite que residuos alejados en la secuencia se acerquen en el
espacio. La conformacidn resultante es necesaria para definir regiones
tridimensionales de importancia funcional, tales como los sitios activos
(Sael et al., 2008).

Existen dos tipos muy diferentes de estructuras terciarias: globulares y
fibrosas (Figura 6.1). En proteinas fibrosas, las cadenas polipeptidicas
se extienden hacia una direccién, generando una forma alargada,
como es el caso de la a-actina. Estas participan en la formacion de
estructuras intracelulares y extracelulares, las cuales proporcionan
soporte mecanico, proteccion fisica y elasticidad. En el caso de
las proteinas globulares, la direccion de su plegamiento cambia
constantemente, generando una estructura esférica o irregular, como
se observa en la integrasa. Ademas, sus cadenas polipeptidicas estan
enrolladas de forma mas compacta y a diferencia de las anteriores, en
su mayoria son solubles en agua. La mayoria de las proteinas celulares
son globulares. A menudo, encontradas en aquellas proteinas cuyos
pesos moleculares son menores a 20 kDa, con un didmetro molecular
promedio de 20 a 30 A, y las proteinas de mayor tamafio se pliegan
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en dos o mas estructuras independientes de tipo globular (Ponting y
Russell, 2002).

Figura 6.1. Tipos de estructuras terciarias. (A) Fibrosas (a-actina, PDB: 4D1E). (B)
Globulares (integrasa, PDB: 30S1).

Muchas proteinas estan compuestas por un Unico dominio estructural,
sin embargo, la mayoria estdn conformadas por dos o mas dominios
fusionados (Figura 6.2). En algunos casos, cada dominio tiene una
funcidn bioquimica caracteristica y la funcién de la proteina completa
estd determinada por la suma de las propiedades individuales de los
dominios. Un ejemplo es la proteina Src-Lck quinasa asociada a cancer,
la cual tiene un dominio quinasa catalitico que fosforila proteinas
en residuos de tirosina, un dominio SH2 que se enlaza a residuos
fosfotirosina, un dominio SH3 que reconoce las secuencias ricas
en prolina y una region fosfotirosina que puede interactuar consigo
misma o con otros dominios SH2 (Campbell y Downing, 1994). En otras
proteinas, un dominio puede ser interrumpido por secuencias que se
pliegan en un dominio separado, luego del cual el dominio original
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continuva. La enzima alanina racemasa posee un dominio interrumpido
de este tipo (Hawkins y Lamb, 1995).

FUERZAS QUE ESTABILIZAN LA ESTRUCTURA TERCIARIA

Las fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de una proteina
ocurren entre las distintas cadenas laterales de los aminoacidos que
la componen. El empaquetamiento de estos elementos en la proteina
sucede de tal forma que ocultan las cadenas hidrofdbicas, formando
una molécula compacta (Rose y Roy, 1980). El interior de la molécula es
poco accesible para el disolvente presente en el medio, confiriéndole
una constante dieléctrica pequena que favorece la formacion de
interacciones electrostaticas, polares y puentes de hidrégeno. La
presencia de estos enlaces débiles en su molécula le otorga flexibilidad
a la proteina, caracteristica importante para su funcionalidad, ya que le
permite cambios conformacionales necesarios para el reconocimiento
molecular, determinando el arreglo tridimensional en el cual participan
atracciones intermoleculares (Frauenfelder et al., 2010).

Figura 6.2. Tipos de dominios estructurales. (A) Dominio estructural Unico en la
proteina linfocito quinasa humana (Lck; PDB: 3LCK). (B) Dominios estructurales
fusionados en la tirosina quinasa C humana (Src; PDB: 2SRC).
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Ademas del enlace peptidico que determina la cadena principal
de la molécula y los enlaces débiles mencionados anteriormente,
las proteinas poseen dentro de su estructura otros tipos de enlaces
covalentes, tales como puentes disulfuro entre cisteinas y enlaces de
iones metalicos o de coordinacién, los cuales le proporcionan mayor
estabilidad. A continuacidn son descritos los tipos de uniones mas
frecuentes que mantienen la estabilidad en la estructura terciaria de
las proteinas (Figura 6.3):

Interacciones hidrofébicas y hidrégeno

¢

ﬂ Puente de
de van der Waals ?
C

CH;-S—-S—-CH,
Puente disulfuro

(0]
Il

CH;~CH;~CH,—CH; C-CH

Puente salino

Esqueleto
polipeptidico

Figura 6.3. Uniones que mantienen la estabilidad de la estructura terciaria.

Puentes de hidrégeno. En general, los enlaces de hidrégeno se refieren
a una atraccién débil en la que un atomo de hidrégeno es distribuido
de manera parcial entre un atomo electronegativo donante, al cual
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se encuentra unido covalentemente, y otro aceptor que tiene un par
solitario de electrones. Un enlace, o puente de hidrégeno, ocurre entre
dos cargas eléctricas parciales de polaridad opuesta. El esqueleto y los
grupos laterales de los polipéptidos tienen muchos grupos donantes
y aceptores de protones, de tal forma que, los enlaces de hidrégeno
en las proteinas son el tipo de interacciones mds importantes en
la determinacién de estructuras. Este tipo de enlaces también se
presentan entre las proteinas y el medio acuoso que las contiene. En
proteinas, los enlaces de hidrégeno intramoleculares, compiten con los
posibles enlaces de hidrégeno que pueden formarse con las moléculas
de agua. Esta competencia determina la contribucidon de enlaces de
hidrégeno para la estabilidad proteica (Bianco et al., 2012).

Fuerzas de van der Waals. El plegamiento de las proteinas es controlado
por fuerzas de van der Waals de atraccién y repulsion. Las primeras
implican interacciones entre los dipolos inducidos que derivan de las
fluctuaciones de las densidades de carga entre atomos adyacentes,
sin carga ni enlaces. Las fuerzas repulsivas de van der Waals implican
la interaccion que se produce cuando los atomos no cargados, ni
enlazados, se encuentran muy juntos, pero sin inducir dipolos. La
repulsion se produce cuando las nubes de electrones de cada molécula
se solapan. Aunque las fuerzas de van der Waals son muy débiles, en
relacién con otras fuerzas que rigen la conformacion, el gran nimero
de este tipo de interacciones que se producen en moléculas proteicas
grandes, hacen de ellas, parte importante para el plegamiento de las
proteinas (Pace et al., 1996).

Interacciones hidrofébicas. Las proteinas se componen de aminoacidos
gue contienen grupos hidrofébicos e hidrofilicos en sus cadenas
laterales (grupo R). La naturaleza de la interaccion de los diferentes
grupos con el entorno acuoso desempefia un papel fundamental en
la conformacion de la estructura de proteinas. De tal forma que el
plegamiento espontaneo de las proteinas globulares es un reflejo de
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la interaccion presente entre las cadenas laterales y el medio acuoso,
la cual puede ser de atraccion cuando los grupos R son hidrofilicos o
de repulsidon cuando son hidrofébicos. La hidrofobicidad de ciertos
aminodcidos tiende a alejarlos del exterior de las proteinas hacia
el interior. Esto limita las conformaciones disponibles en las que
una proteina puede plegarse. Los nucleos hidrofdbicos parecen ser
esenciales para estabilizar la estructura terciaria. La concentracion de
grupos hidrofébicos en el nlcleo es energéticamente favorable ya que
minimiza el nUmero de interacciones desfavorables entre ellos con las
moléculas de agua y maximiza el nUmero de interacciones de van der
Waals entre los grupos hidrofdbicos (Puri, 2012).

Puentes salinos. Un puente salino resulta de la interaccion entre
las cadenas laterales ionizadas de los aminoacidos acidos y basicos
presentes en una misma proteina o en diferentes moléculas. Depende
de las cargas eléctricas, la polaridad del entorno y la distancia entre los
atomos o los grupos cargados. El anion puede ser un grupo carboxilato
(RCOO-) del acido aspartico o glutamico (Asp o Glu) y el catién, un ion
amonio (RNH,*) de la lisina (Lys) o un ion guanidino (RNHC(NH,),) de Ia
arginina. Dependiendo del contexto, los puentes salinos contribuyen a
la estabilidad del plegamiento proteico. Si el puente salino esta en la
superficie de la proteina contribuye poco a la estabilidad, y la constante
dieléctrica seria cercana a la del agua pura. Cuando el puente salino
se encuentra dentro de la proteina, la constante dieléctrica se vuelve
compleja, ya que no se encuentra en un medio homogéneo como un
solvente puro (Anslyn y Dougherty, 2006).

Enlaces o puentes disulfuro. Los enlaces disulfuro dan una estabilidad
extra a aquellas proteinas plegadas de manera apropiada mediante
otro tipo de enlace y juegan un papel importante en la funcién vy
estructura de las proteinas. En particular, la formaciéon de enlaces
disulfuro es uno de los factores mas importantes que influyen en el
pliegue tridimensional de las proteinas. En este tipo de enlace, un
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residuo de cisteina a lo largo de la cadena polipeptidica se combina
con otro residuo de cisteina, formando un enlace entre los atomos de
azufre (S-S) (Muskal et al., 1990).

Enlaces de coordinacidon. Los metales se encuentran en una amplia
variedad de proteinas en las que presentan diversas funciones. En
algunos casos hacen parte del sitio activo para un proceso catalitico,
en otros parecen jugar un papel importante en el mantenimiento de la
estructura (Lesk, 2001). Los enlaces de coordinacién suelen formarse
entre moléculas orgdnicas y cationes polivalentes tales como cobre,
zinc, manganeso o hierro, entre otros. En muchas proteinas, el grupo
de coordinacion alrededor del dtomo de metal estd compuesto por
grupos donantes de electrones (carboxilato, imidazol, etc.) de varias
cadenas laterales de aminoacidos. Ademas, ha sido evidenciada una
mayor frecuencia de glicina en la posicidon adyacente al residuo del
donante, especialmente en enlaces de coordinacién que incluyen
calcio. El pequefio tamafio de este aminodcido puede ser util al
permitir varios enlaces de coordinacion entre la cadena peptidica y el
metal (Harding, 2004).

Entropia conformacional. Se define como la disminucidn de la entropia
durante el paso desde una multitud de conformaciones aleatorias
hasta la Unica estructura nativa (Dill, 1990), correspondiente a la de
mas baja energia de Gibbs. El proceso de plegamiento, como cualquier
otro proceso bioldgico, se encuentra bajo control termodinamico y
cinético, y es un proceso que estd claramente favorecido en condiciones
fisiologicas. Este descenso de entropia, denominada entropia
conformacional, supone un incremento positivo de energia libre en el
proceso de plegamiento, de acuerdo con la ecuacidon de energia libre
de Gibbs: AG = AH — TAS, donde AH corresponde a la entalpia, T a la
temperatura absoluta en grados Kelvin y AS a la entropia.

Para poder tener un descenso global en el proceso, es necesario que
el incremento de entalpia sea negativo o que existan otros aumentos
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de entropia. Las proteinas tienen contribuciones locales y no locales
a su entropia total. La entropia local depende del niumero total de
conformaciones, en las que la secuencia de aminodcidos se conecta
entre si, a lo largo de la cadena polipeptidica. La formaciéon de una
region de estructura secundaria, tal como una hélice a o una hoja B,
es un ejemplo de una disminucién de la entropia total. La entropia
no local depende de las posibles configuraciones que la cadena
polipeptidica completa podria tomar. Una consecuencia importante
de la contribucién de este tipo de entropia a la estabilidad proteica
es el efecto de los enlaces covalentes entre las cadenas proteicas.
Al introducir enlaces covalentes, por ejemplo un enlace disulfuro, se
restringe el nUmero de conformaciones que puede tomar la proteina,
no plegada, y por tanto se reduce la fuerza entrépica (Dickinson y
McClements, 1992).

Otras contribuciones. La estabilidad proteica también es afectada por
factores ambientales, tales como, temperatura pH y concentracion de
sales. La temperatura afecta la estabilidad cambiando las contribu-
ciones del efecto hidrofébico, como en el caso de los enlaces de
hidrégeno y la entropia configuracional (Lindman et al., 2006; Chi et
al., 2003). Estos aspectos son tratados con mas detalle en el Capitulo
15.
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CAPITULO 7. ESTRUCTURA CUATERNARIA

La estructura cuaternaria describe la asociaciéon de varias cadenas
polipeptidicas iguales o diferentes mediante enlaces débiles. A estas
subunidades proteicas, se les conoce como mondmeros o protdmeros
(Branden y Tooze, 1991), y la unién de dos o mas de ellos conduce a la
formacion de proteinas oligoméricas. Este término fue introducido por
primera vez en el afio 1958 por Bernal (Zhang et al., 2003), haciendo
referencia a las interacciones no covalentes y a la disposicién espacial
de las subunidades proteicas, las cuales pueden funcionar de manera
independiente o cooperativa en los oligdmeros (Neurath, 2012).

La mayoria de las proteinas son oligdmeros en condiciones fisiolégicas
in vivo y presentan una gran diversidad de estructuras (Zhou et al.,
2012). El nimero de mondmeros, que componen una estructura
cuaternaria funcional puede variar considerablemente. Por ejemplo, la
hexoquinasa, la hemoglobina y la capside del virus de la poliomielitis
constadedos, cuatroy sesentasubunidades proteicas, respectivamente
(Salazar-Cedillo, 2013). La asociacion de mondmeros puede darse
a partir de cadenas polipeptidicas de un Unico tipo para producir un
oligémero simétrico (homomultimero) o involucrar monémeros de
diferentes clases (heteromultimero). El caso mds simple, corresponde
a proteinas compuestas de subunidades idénticas, como la enzima
alcohol deshidrogenasa del higado que es un homodimero. A diferencia
de la hemoglobina, que corresponde a un heterotetrdmero, que posee
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dos unidades con dos subunidades diferentes cada una (Inaba et al.,
1997).

La flexibilidad de cada una de los mondmeros contribuye a la flexibilidad
global de la proteina, dicha propiedad es util para la interaccién
con otras moléculas asi como para el ensamblaje de los complejos
heteroméricos, ciclicos y asimétricos; por lo cual es importante
entender la estructura cuaternaria de las proteinas como dinamicas,
caracteristica importante para el desarrollo de sus funciones biolégicas
(Marsh y Teichmann, 2014). Algunas proteinas tienen sitios alostéricos
de unidn para ligandos, los cuales influencian el enlace a los sustratos
de manera positiva o negativa (inhibitoria) induciendo cambios
conformacionales (Wiese, 2014).

Muchas de las proteinas solubles y de membrana en las células
modernas son complejos oligoméricos simétricos con dos o mas
subunidades. Esto quiere decir que, al rotarlas, reflejarlas o invertirlas,
la estructura resultante es indistinguible de su estado inicial. Este
fendmeno se debe a que los protémeros de una proteina oligomérica
se asocian siguiendo patrones regulares, dandole a la molécula un tipo
particular de simetria. Por lo tanto, se puede decir que la estructura
cuaternaria de las proteinas oligoméricas presenta puntos simétricos
determinados por los mondmeros, que ademas le confieren estabilidad
a la estructura (Goodsell y Olson, 2000).

Las interacciones entre subunidades pueden clasificarse como isélogas
y heterélogas. En las primeras, las superficies que interactian son
idénticas y la estructura resultante necesariamente es dimérica,
presentando dos ejes de simetria. Si ocurren interacciones adicionales
para formar trimeros o tetrdmeros, estas deben usar diferentes
interfaces de la superficie proteica, con ejes dobles de simetria para
cada uno de ellos. En contraste, las asociaciones heterdlogas entre
las subunidades involucran interfaces no idénticas, y, aunque las
superficies deben ser complementarias, no son simétricas (Garrett
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y Grisham, 2012). Esta complementariedad entre grupos polares e
hidrofébicos en la superficie de las subunidades es necesaria con el fin
de que estas puedan interactuar entre si.

La seleccion evolutiva de las conformaciones de los oligdmeros, asi
como el arreglo simétrico de sus subunidades, han sido impulsados
por las necesidades funcionales, genéticas, fisico-quimicas (Goodsell y
Olson, 2000; Price, 1994). Es por esto, que la unién de las subunidades
proporciona la informacién estructural de las actividades y funciones
que realizan las proteinas en diversos procesos biolégicos (Chou y
Cai, 2003), incluyendo el metabolismo, la transduccion de sefiales y la
replicacién de los cromosomas (Farmer y Caprioli, 1998), haciendo que
su estudio sea interesante para evaluar la relacion estructura-actividad
de estas macromoléculas (Yu et al., 2006). Las proteinas de gran
tamano generalmente cumplen funciones morfoldgicas especificas
y de cooperacion, y se caracterizan por ser mas estables frente a la
desnaturalizacion, debido a que la proporcion de la superficie expuesta
al disolvente es reducida en comparacién con otras proteinas mas
pequefias (Ruiz et al., 1998).

A continuacion se describen los tipos de simetria mas frecuentes en las
proteinas globulares oligoméricas (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Tipos de simetria de la estructura cuaternaria. (A) Simetria ciclica del
complejo groel-ADP-GP31 de Escherichia coli (PDB: 2CGT). (B) Simetria diédrica en
la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1 de Staphylococcus aureus
MRSA252 (PDB:3HQ4). (C) Simetriaicosaédrica en la cubierta proteica de la superficie
viral del parvovirus canino (PDB: 11JS). (D) Simetria helicoidal en la proteina tubulina
a-1c de Bos taurus (PDB: 3DU7).

SIMETRIA CiCLICA

Es el arreglo mas simple e involucra la asociacién iséloga de las
subunidades. La disposicién de los mondmeros se hace de tal forma
gue hay un Unico eje rotacional y las subunidades se superponen cada
(360/n)°, donde n es el nimero de cadenas polipeptidicas (Arboledas-
Brihuega, 2011). Este tipo de simetria es designado con C . La enzima
alcohol deshidrogenasa es una proteina dimérica con simetria C, (PDB:
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1HTB) (Reid y Fewson, 1994) y la piruvato carboxilasa es una proteina
tetrameérica con simetria C, (PDB: 3BG3) (Attwood, 1995).

SIMETRIA DIEDRICA

Las proteinas solubles oligoméricas usualmente se asocian con simetria
diédrica designada como D, donde el numero de subunidades es 2n.
Se produce cuando un eje binario de simetria intersecta a otro eje de
orden n en un angulo recto. En este tipo de disposicidn espacial, los
mondmeros se asocian a través de interacciones heterdélogas. Una
de las proteinas oligoméricas cldsicas con este tipo de simetria es la
hemoglobina, conformada por un dimero de dimeros (Liddington et
al., 1992).

SIMETRIA ICOSAEDRICA

Las proteinas que exhiben este tipo de simetria se organizan de tal
forma que se adopta la estructura de un poliedro tipo icosaedro
(Vargas-Cérdoba, 2002) y estan constituidas por 12n subunidades.
Con pocas excepciones, las capsides de virus esféricos poseen simetria
icosaédrica. Un ejemplo, es el virus del moteado clorético del caupi
(CCMV), un virus de ARN con una capa compuesta exactamente de 180
cadenas polipeptidicas idénticas (Zandi et al., 2004).

SIMETRIA HELICOIDAL

En este tipo de arreglo espacial el eje de simetria estd en el centro
de una hélice y es comun encontrarlo en la nucleocapside de muchos
virus filamentosos y pleomorficos (Gelderblom, 1996). La actina,
miosina, tubulina y otras proteinas fibrosas también interactian con
simetria helicoidal. Sin embargo, ocurren variaciones importantes
en la hélice (Egelman et al., 1983), el aumento de subunidades es
relativamente constante, pero el giro o la rotacion alrededor del eje es
altamente variable. Esta tendencia polimorfica es importante para el
funcionamiento de la contraccion muscular (Ruiz et al., 1998).
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La variedad de simetrias en las proteinas es necesaria para su
adaptacion a los diferentes ambientes intracelulares, de hecho algunas
funciones delimitan la disposicién espacial y el movimiento direccional
de las mismas, tales como la interaccidn con el ADN y las membranas.
Sin embargo, la simetria puede romperse o modificarse de muchas
maneras, en algunos casos las subunidades idénticas adoptan
conformaciones variadas en diversas proteinas (cuasi-simetria),
mondmeros del mismo tipo forman complejos diferentes (pleomorfia),
distintas moléculas forman complejos aproximadamente simétricos
(pseudosimetria), o los oligémeros de diferente simetria interactian a
lo largo de sus respectivos ejes (desajuste de simetria). En estructuras
con un numero intermedio de protémeros, la simetria es reducida
por la inclusién de variantes genéticas para restringir la tendencia a la
polimerizacién (Goodsell y Olson, 2000).

Actualmente existen diversas técnicas para la determinacién
experimental de la estructura cuaternaria de proteinas, tales como
la espectrometria de masas que permite la identificacion de la
estequiometria e interacciones entre las cadenas polipeptidicas
(Zhou et al., 2012). También hay diferentes herramientas in silico que
permiten la prediccidn de las interacciones proteina-proteina (PPIs) y
entre los oligdmeros (Tong et al., 2011), importantes para la elucidaciéon
de mecanismos de regulacién celular (Zhang et al., 2012). Asimismo,
las estructuras cuaternarias de proteinas que no han sido determadas
a través de técnicas in vitro pueden ser modeladas por homologia,
una de las herramientas mas usadas en bioinformatica para esto es
SWISS-MODEL (SWISS-MODEL et al., 2014). Sin embargo, las primeras
identificaciones de proteinas oligoméricas se realizaron utilizando SDS-
PAGE al observar que tras la centrifugacion, estas macromoléculas
presentaban el doble de la masa molecular esperada (Wiese, 2014).
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CAPITULO 8. ESTRUCTURA QUINARIA

El término estructura quinaria fue introducido para designar las
interacciones transitorias que ocurren entre las cadenas polipeptidicas
y diferentes tipos de moléculas, tales como acidos nucleicos, lipidos
y azucares (Luo et al., 2010). Ejemplos de proteinas con estructura
quinaria son las nucleoproteinas, cromosomas, ribosomas y el
complejo de corte y empalme. La asociacion de estas biomoléculas en
el interior celular contribuye a la optimizacion del espacio intracelular,
teniendo en cuenta que la concentracién de macromoléculas en la
célula es elevada, alcanzando valores entre 300 a 400 mg/mL. Ademas,
la estructura quinaria esta involucrada en diversos procesos, tales
como seiializacion celular, localizaciéon subcelular de las proteinas
y metaboldémica (Monteith et al., 2015). Asimismo, interacciones
quinarias débiles pueden afectar la estabilidad de las proteinas
mediante cambios conformacionales (Miklos et al., 2010).

A diferencia de los niveles estructurales inferiores, los detalles sobre
las interacciones involucradas en la estructura quinaria no se conocen
completamente. Una de las principales causas corresponde al método
de aislamiento utilizado; en su mayoria, el analisis proteico se realiza
en soluciones tamponadas simples (Monteith et al., 2015), bajo
condiciones que podrian disociar la estructura quinaria y limitar la
cantidad de informacién estructural y funcional relevante que pueda
proporcionar la muestra. Por lo tanto, el estudio de estas interacciones
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en ambientes nativos es fundamental para comprender plenamente
su papel en la biologia (Wirth y Gruebele, 2013).

Actualmente, es posible hacer simulaciones de grandes complejos de
proteinas e incluso modelos celulares sencillos, facilitando el sondeo
de este tipo de estructuras transitorias dentro de la célula. Las fuerzas
que intervienen en el medio intracelular pueden elucidarse mediante
la conjuncién de métodos computacionales y experimentales, el reto
estd en poder simular eficientemente los sistemas in vivo, porque
pequefios cambios de las condiciones in vitro podrian cambiar su
comportamiento. Se espera que con los proximos avances en el campo
de la modelacién celular, este tipo de estudios puedan hacerse de
manera rutinaria y permitan predecir con mas detalle, el papel de las
interacciones proteina-biomoléculay el efecto que ejercen los cambios
del medio (Wirth y Gruebele, 2013).

Caberesaltar que las estructuras quinarias que involucran la interaccién
entre ARN y proteinas tienen un rol fundamental en procesos
intracelulares. Jeffares y colaboradores consideran que esto evidencia
un papel evolutivo y que la contribucion de ARN a las interacciones
quinarias puede ser un ejemplo de interacciones moleculares
presentes durante el “mundo de ARN” (Jeffares et al., 1998). Para
algunas proteinas, la funcién de las interacciones proteina-ARN esta
bien establecida, como es el caso de factores post-transcripcionales
o traduccionales, sin embargo para otras asociaciones, el papel
funcional de su unidn y las interacciones quinarias aun permanece sin
ser elucidado (Majumder et al., 2015).

NUCLEOPROTEINAS

Las nucleoproteinas, proteinas unidas a 4acidos nucleicos, son el
centro de los procesos celulares que utilizan la informacién genética.
La mayoria de las proteinas que hacen parte de estos complejos son
pequeias, con pesos moleculares entre 10 y 25 kDa, con una alta
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proporcién de aminoacidos bdsicos y generalmente se asocian con
una porcién de un Unico acido nucleico (Figura 8.1) (Morrison y Boyd,
1998).

Figura 8.1. Proteinas involucradas en la formacién de cromosomas. (A) Nucleosoma.
(B) Bucles radiales a partir de la caracterizacion estructural de nucleosomas en
Xenopus leavis (PDB: 3KXB).

CROMOSOMAS

El plegamiento de proteinas es un proceso fisicoquimico importante
paralafuncién celular. La sucesidn de eventos en él han sido dilucidados
gracias a estudios in vitro y computacionales que han permitido
entender a fondo la ciencia del plegamiento de proteinas (Guzman et
al., 2014). Los cromosomas son estructuras altamente organizadas,
gue permiten la condensacidén o compactacién del ADN, para proteger
su integridad. En las células eucariotas, estan formados por un
complejo de ADN, ARN y proteinas llamado cromatina. El nucleosoma
es su unidad fundamental (Figura 8.1), formado por un octamero de
proteinas estructurales denominadas histonas, (H2A)2, (H2B)2, (H3)2
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y (H4)2, alrededor de las cuales se encuentra enrollado el ADN. Una
quinta histona, H1, enlaza los extremos de las dos vueltas de la doble
hélice alrededor de cada octdmero, para mantener fija la estructura
(Kaminker, 2007). En la cromatina, también se pueden encontrar otro
tipo de proteinas, denominadas no histdnicas, que interaccionan con la
doble hélice de ADN y tienen funciones de regulacidn, principalmente.

La sucesiéon de varios nucleosomas forma el primer nivel de
compactaciéon llamado filamento nucleosémico, una fibra de 10 nm
de grosor (Davey et al., 2002). Este se pliega en una conformacion de
zigzag, construyendo un solenoide de aproximadamente 6 nucleosomas
estabilizado por las proteinas H1, cuyos brazos N-terminal y C-terminal
se unen a los nucleosomas adyacentes (Widom y Klug, 1985), de tal
modo que se genera un filamento de 30 nm. Este puede formar bucles
de ADN de longitud variable, lamados bucles radiales, los cuales son
ordenados posteriormente de manera circular (Voet y Voet, 2004).

En una célula humana tipica, de aproximadamente 20 um de didmetro,
el material genético, ADN de doble cadena (~3x10° pb), se encuentra
haciendo parte de 23 pares de cromosomas. En longitud, una molécula
de ADN corresponde aproximadamente a 2.2 cm (0.65 x 108 pb) por
cromosoma, los cuales deben ser empaquetados en un nucleo de unos
5 um. El grado de condensacién requerido es obtenido a través de la
organizacion estructural quinaria del complejo ADN-proteina descrito
anteriormente (Hartl y Jones, 2009). Las fibras de ADN también se
pueden encontrar en su estado descondensado entre las divisiones
celulares, en la interfase.

RIBOSOMAS

El complejo metabdlico de biosintesis de proteinas es un ejemplo de
estructura quinaria que proporciona organizacion espacial y permite
la multifuncionalidad de sus componentes (Wirth y Gruebele, 2013).
Los ribosomas son particulas ribonucleoproteicas, es decir agregados
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moleculares de proteinas y ARN, cuya funcidn principal es la sintesis
de proteinas. Estos pueden ser disociados en dos subunidades
desiguales, la pequefia se une al ARN mensajero (ARNm), mientras
que la de mayor tamafio se asocia al ARN de transferencia (ARNt) y a la
secuencia peptidica recién sintetizada (Figura 8.2). En los procariotas,
a estas subunidades se les denominan 30S y 50S, respectivamente;
formando un ribosoma 70S, en unidades de sedimentacién Svedberg.
Los ribosomas eucariotas son mas grandes, poseen un coeficiente
de sedimentacién de 80S y dos subunidades (40S y 60S), con
aproximadamente 80 proteinas (Carter, 2009; Koc et al., 2001).

Figura 8.2. Estructura del complejo ribosomal en donde se identifican las subunidades
ribosomales menor (cian) y mayor (azul), ARNts (anaranjado) y el factor de liberacion
RF1 (fucsia) de Escherichia coli (PDB: 4V4R).

La mayoria de las proteinas ribosomales poseen multiples sitios de
union al ARN e interactlan con numerosas regiones del mismo (Berg,
etal., 2002), a través de los motivos de reconocimiento al ARN. Uno de
estos tipos estructurales homadlogos consta de una hoja  antiparalela,
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y tres hebras con dos de ellas conectadas por una hélice a (Leijonmarck
etal., 1988). Sin embargo, también poseen una amplia variedad de tipos
estructurales en las que se encuentran hélices a, hojas B y dominios de
plegamiento comun, tales como a-B (Ramakrishan y White, 1998). Por
su parte, las moléculas de ARN ribosomal (ARNr) también se pliegan en
estructuras secundarias como consecuencia de las interacciones por
los puentes de hidrogeno.

COMPLEJO DE CORTE Y EMPALME

El corte y empalme o splicing es un proceso de maduracién del
pre-ARNm que ocurre antes que este sea enviado al citosol para la
sintesis de proteinas, y consiste en la remocién de las regiones no
codificantes del mismo, llamadas intrones (Luo y Reed, 1999). Este
proceso es importante porque aunque el genoma humano contiene
aproximadamente 30.000 genes -segmentos de ADN que suministran la
informacidn genética para originar un producto funcional determinado-
solo una pequefia parte del mismo es codificante (Werner, 2005; Jorde
et al,, 2011) o corresponde a secuencias regulatorias con capacidad de
modular la expresidon génica (Thompson et al., 2004), de tal forma que
la mayor proporcidn corresponde a los intrones.

El corte y empalme es llevado a cabo por un complejo funcional de
ribonucleoproteinas pequefias (snRNP) formadas por proteinas y
pequefios ARNs nucleares (SnARNs) que permiten su uniéon al pre-
ARNm (Figura 8.3) (Kramer, 1996), a través del reconocimiento de
secuencias especificas en los sitios de incisién y union. Estos puntos
son identificados a través de complementariedad de bases por los
snARNSs, tales como el Ul que realiza el reconocimiento inicial del
pre-ARNm en el sitio de empalme 5’, otros snARNs que forman parte
del espliceosoma o complejo de corte y empalme son U2, U4/U6 y
U5 (Burge et al., 1999). Sin embargo, también hay proteinas de gran
importancia que participan en este proceso, tales como las proteinas
de la familia SR (proteinas ricas en serina/arginina) (Roscigno y
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Garcia-Blanco, 1995), y las fijadoras de tractos de polipirimidina (PTB)
(Auweter y Allain, 2008).

Figura 8.3. Modelo tedrico de U1A/U1A snRNPs humanos enlazados a pre-ARNm
(PDB: 3UTR).

La mayoria de los intrones de los eucariotas superiores contienen
hacia el sitio de corte del extremo 3’ una secuencia AG (Adenina-
Guanina) casi invariante y corriente arriba de esta, una region de
alto contenido de pirimidina. Por lo tanto, las PTB juegan un papel
esencial en la definicién del sitio de corte 3’, en la etapa inicial de
ensamblaje del complejo de corte y empalme. PTB es una proteina de
aproximadamente 62 kDa que muestra preferencia para unirse al ARN
con una secuencia polipirimidinica en la formacion de los complejos
precorte y empalme (Auweter y Allain, 2008).
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Las SR, por su parte, representan una familia de factores de corte y
empalme que contienen dominios ricos en Ser y Arg. En el extremo
N-terminal contienen un motivo de reconocimiento al ARN (RRM), el
cual estd formado por cuatro hojas B antiparalelas y dos hélices a. La
parte C-terminal de la proteina SR se encuentra altamente fosforilada.
Por consiguiente, estas proteinas interactian con el pre-ARNm,
aumentando la unién entre el componente U1l y los sitios de corte
5" de los ARNm inmaduros, y su actividad puede ser modulada por
fosforilacion y desfosforilacion (Roscigno y Garcia-Blanco, 1995).
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CAPITULO 9. SINTESIS DE PROTEINAS

Las proteinas sonsintetizadas en los ribosomas a partir de lainformacién
genética codificada en el ADN celular (Dobson, 2003). Una forma
sencilla de visualizar la sintesis de proteinas en el contexto celular es
expresada en el llamado dogma central de la biologia molecular (Figura
9.1.), el cual fue postulado por Francis Crick en 1958 (De la Barreda,
2008) y enuncia que la informacion genética es transportada del ADN
al ARNm y luego a las proteinas (Periasamy y Day, 2005).

Con el tiempo, esta concepcion ha sufrido algunas modificaciones
(Figura 9.2) para abarcar otros fendmenos que también pueden tener
cabida en los organismos. Algunos de ellos son la replicacidn, en donde
se genera una copia de ADN a partir de ADN, o la replicacién de ARN
que ocurre en diversos virus, en la cual se produce un duplicado del
mismo material genético. Asimismo, con el descubrimiento de la
transcriptasa inversa en 1970 por Baltimore y Temin, ha sido incluida
una nueva reforma en la que se especifica la capacidad del ARN de
producir ADN. A pesar de esto, es claro que la sintesis de proteinas es
producida a partir de los acidos nucleicos y no en sentido contrario
(Periasamy y Day, 2005).
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ADN

ARN

Proteina

Figura 9.1. Dogma central de la biologia molecular.

Replicacion Replicacion

(‘ Transcripcion ‘\ Traduccién
ADN — ARN ———— Proteina
Transcripcion
Inversa

Figura 9.2. Modificaciones al dogma central de la biologia molecular.

Por otra parte, el dogma central también expone que las proteinas
representan el fenotipo molecular de las células y del organismo.
Sin embargo, existen excepciones a esta tesis en tanto que, el ARNr
y el ARNt juegan un papel esencial en la sintesis de proteinas v,
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probablemente, reflejan una funcién catalitica dominante del ARN
en las células ancestrales (Periasamy y Day, 2005). Ademds, existen
diversos tipos de ARN pequefios como los ARNs de interferencia (ARNi)
y micro ARN (miARN) que pueden modular las funciones de los ARNm
(Kretsinger, 2005).

En resumen, la sintesis de proteinas se realiza siguiendo el flujo de
informacion genética propuesta por el dogma central de la biologia
molecular. A través de los siguientes pasos, replicacidon o copia de la
molécula de ADN, transcripcion o conversion de la secuencia de ADN
a ARNm vy traduccion o decodificacion del ARNm a proteinas (De la
Barreda, 2008). Sin embargo, en su version actualizada, este postulado
incluye otros procesos de intercambio de la informacién genética que
se dan en los organismos.

BIOSINTESIS DE LOS AMINOACIDOS

La sintesis de aminoacidos en los seres vivos es uno de los procesos mas
antiguos en el desarrollo de la vida. De ahi que la comparacion, entre
el metabolismo de aminodcidos en procariotas y eucariotas, indica
que las vias principales de biosintesis de aminodcidos se establecieron
antes que sucediera la separacién de los tres reinos: Archea, Bacteria 'y
Eucaria (Klipcan y Safro, 2004).

En contraste a lo que ocurre en la mayoria de plantas, bacterias
y hongos, los seres humanos y los animales, somos incapaces de
llevar a cabo la biosintesis de novo de los veinte aminoacidos que
mas frecuentemente aparecen en las proteinas. Razén por la cual,
las plantas son la fuente principal de este tipo de aminodcidos en las
dietas de animales y humanos (Jander y Joshi, 2010).

Losaminoacidos esenciales son aquellos que no pueden ser sintetizados
por un organismo y deben ser adquiridos a través de la alimentacidn,
o en algunos casos a partir de otras fuentes, tales como la microflora
intestinal en rumiantes (Jander y Joshi, 2010). En los mamiferos existen
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diez L-aminoacidos proteinogénicos de este tipo, clasificados en:
aromaticos (F, W, H), alifaticos (L, I, V, T), con atomos de azufre (M)
y basicos (R, K) (Boudko, 2012), tal como se muestra en la Figura 9.3.
Cuatro de los aminoacidos esenciales, metionina, treonina, isoleucina
y lisina son producidos a partir del aspartato. Este mecanismo no
existe en mamiferos, y en algunas partes del mundo la disponibilidad
de aminoacidos derivados del aspartato, en humanos y animales, estd
por debajo de los niveles dptimos (Jander y Joshi, 2010).

L-Triptéfano (W) L-Leucina (L) L-isoleucina(l)
L-Fenilalanina(F)  L-Histidina (H) L-Valina (V) L-TrgeioninalTl

P oncos  BEREGRN .. MY
s N N

L-Metionina (M) L-Arginina (R) L-Lisina(K)

Figura 9.3. Aminoacidos esenciales para los seres humanos.

En los mamiferos hay diferentes rutas anabdlicas para obtener los
aminoacidos considerados como no esenciales (Pertierra et al.,
2001), y su sintesis se desarrolla a un ritmo variable, dependiendo
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de las necesidades que existan en el organismo para cada uno de
ellos. A pesar de la complejidad inherente a las vias biosintéticas de
aminodacidos, estas tienen una caracteristica comun que consiste en
que sus esqueletos de carbono provienen de compuestos intermedios
de la glicdlisis, la via de las pentosas fosfato y el ciclo del acido citrico
(Klipcan y Safro, 2004).

Las reacciones de sintesis de aminoacidos que se producen en el ser
humano, incluyen la aminacién reductiva de a-oxoglutarato, la cual
genera glutamato, y la aminacidn directa de glutamato que da origen
a glutamina. La transaminacion de piruvato y oxalacetato produce
en un Unico paso alanina y aspartato, respectivamente. Para ello, el
glutamato es el donador del grupo amino y el fosfato de piridoxal
funciona como coenzima. El aspartato se transforma mediante la
transaminacion, con la utilizacion de glutamina, en asparagina. Otra
reaccion de un paso, es la hidroxilacion de fenilalanina a tirosina.
Puesto que se produce directamente a partir de un aminoacido
esencial, la tirosina es considerada por algunos autores como un
aminodcido esencial. El glutamato también es precursor de prolina
y arginina. En la reaccidn inicial se reduce el grupo y-carboxilico con
la utilizacién de ATP, presumiblemente mediante un intermediario
acilfosfato, a un grupo aldehido. Con ello el glutamato-y semialdehido,
se cicla espontaneamente a Al-pirrolina-5-carboxilato para formar
prolina en una reaccién dependiente de NADPH. Alternativamente, el
semialdehido también puede transaminarse a ornitina en tres etapas
del ciclo de la urea donde es convertido en arginina (Miller-Esterl,
2009).

BIOSINTESIS DE LAS PROTEINAS

En la sintesis de proteinas, la formaciéon del enlace peptidico esta
catalizada por el centro peptidil transferasa en la subunidad ribosémica
grande (Figura 9.4). Esta reaccién implica el ataque del grupo a-amino
de una molécula de aminoacil-ARNt, unido al sitio A ribosémico, en el
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carbono éster de la peptidil-ARNt, en el sitio P del ribosoma. La cadena
peptidica en crecimiento es entonces transferida al sitio A del ARNty
elongada por un aminoacido (Wallin y Aqvist, 2010). El plegamiento
in vivo, en algunos organismos, ocurre de manera cotraduccional, es
decir, inicia antes de la terminacion de la sintesis de proteinas, mientras
la cadena naciente estd todavia unida al ribosoma. Otras proteinas,
sin embargo, experimentan la mayor parte de su plegamiento en el
citoplasma después de la liberacion del ribosoma. Asimismo, algunas
son plegadas en compartimentos especificos, tales como la mitocondria
o el reticulo endopldsmico, después de su desplazamiento a través de
membranas (Dobson, 2003).

Subunidad
50S-_4

g-o
(e}
5 5 \
"~ Dipeptidil-ARNt
(ﬂ\fetPSer—ARNt)
gk 4 ~ R | AGG
51 UCC AAG 3! 5l AUG UCC AAG &l
it > N ARNm
S"’b"’”’ggg 2 Sigu\iﬁnt.e codon
Codén para Codon para (Lisina) Codén con ARNt no cargado
fMet-ARNt Ser-ARNt ¥

Figura 9.4. Proceso de traduccion del ARNm para la sintesis de proteinas.

TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

La tecnologia del ADN recombinante, también conocida como
ingenieria genética, se define como la modificacidn de la maquinaria
genética de un organismo (Sandhu, 2010) y se utiliza habitualmente
para realizar la sintesis de proteinas con ayuda de microorganismos
(Mahesh, & Vedamurthy, 2003). De modo general, este proceso
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consiste en la introduccién de un fragmento de ADN de interés dentro
de una molécula llamada vector que es capaz de replicarse de manera
independiente (Figura 9.5). Una vez la molécula recombinante es
obtenida, seinserta en un huésped apropiado, uno de los mas utilizados
es la bacteria E. coli. Una vez expresada la proteina de interés, esta
puede purificarse por diferentes métodos, siendo uno de los mas
usados la cromatografia de afinidad (Hausman, Cooper & Hausman,
20009).

El ADN recombinante es obtenido de la siguiente manera, el ADN del
plasmido circular se corta con una endonucleasa de restriccion en un
sitio Unico en cada cadena y se generan terminaciones pegajosas. El
ADN a incorporar, también se corta con la misma enzima de restriccién.
Después ambas cadenas de ADN se pegan por las terminaciones que
tienen bases complementarias y se realiza la unién con una enzima
ADN ligasa. El plasmido recombinante asi producido se introduce
en la bacteria E. coli mediante la inmersidn de las células en una
soluciéon de cloruro de calcio que las hace permeables. Después, las
bacterias conteniendo el plasmido, que generalmente incluye un gen
de resistencia a antibidtico, son seleccionadas al agregar al medio de
cultivo dicho antibidtico. De esta forma, se obtiene una colonia de E.
coli resistente que producen millones de copias del ADN incorporado
al plasmido. Como todas las copias provienen de una sola molécula
también se les denomina genes clonados (Mazzotta, 2000), los cuales
pueden ser utilizados para la produccién de proteinas recombinantes.

La expresion y purificacion de proteinas recombinantes utilizando
pldsmidos de expresién constituye una poderosa herramienta en
biologia molecular, ya que puede ser empleada para determinar las
propiedades de proteinas, para identificar su funcidn dentro de los
organismos de estudio y para el desarrollo de pruebas diagndsticas
(zavala, 2005), entre otros.
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Bacteria conteniendo
el fragmento de ADN

Fragmento de ADN 3 /
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Fragmento de ADN
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Plasmido O
Célula bacteriana Célula humana

Figura 9.5. Etapas en el proceso de clonacidn de un fragmento de ADN que codifica
para una proteina.

SINTESIS QUIMICA DE AMINOACIDOS

El método de Strecker, desarrollado por Adolf Strecker en 1850, es uno
de los procedimientos tradicionales para preparar L-a-aminodcidos
a partir de un aldehido (Santoyo et al., 2002). La unidn entre dos
aminodcidos se logra gracias a la reaccién entre el grupo carboxilo
de un aminodcido con el grupo amino de otro, formando una amida
mediante la pérdida de una molécula de agua. El mecanismo de sintesis
estd bien establecido y procede en agua liquida como sigue: en un
primer paso, la adicién de amonio a aldehido produce una imina; en el
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segundo paso, la adicién de 4cido cianhidrico (HCN) a la imina genera
un a-acetonitrilo y en el tercer paso, la hidrdlisis de la funcion —CN
(nitrilo) en —CO,H (carboxilo) permite la produccién de un aminodacido
(Horneck y Rettberg, 2008).
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CAPITULO 10. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE PROTEINAS

Las proteinas cumplen sus funciones dentro de la célula mediante la
interaccidn con otras macromoléculas y ligandos, por tanto su funcion
estd intimamente relacionada con su arquitectura tridimensional
(Ranade, 2004). La estructura de las proteinas puede determinarse
experimentalmente por: cristalografia de rayos X (Smyth y Martin,
2000), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) (Smith
y Blandford, 1995), criomicroscopia electréonica (Milne et al., 2013),
o alternativamente, se puede realizar una prediccion mediante el
modelado molecular asistido por ordenador (Ranade, 2004). No
obstante, la cristalografia de rayos X y la RMN son los dos métodos
principales para la determinacion experimental de la estructura
de proteinas en alta resolucién. Estos tienen diversas ventajas vy
desventajas en términos de preparacion de muestras, obtencion de
datos y analisis. Por tanto, constituyen técnicas que se complementan
(Yee et al., 2005).

De hecho, la gran mayoria de las proteinas en la base de datos Protein
Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) ha sido
determinadas utilizando RMN vy cristalografia de rayos X (Hirst et al.,
2011), siendo esta ultima la mas utilizada. Esta técnica ha contribuido,
enormemente, al desarrollo de la biologia molecular, ya que fue a través
de ella que se descubrié la estructura del ADN (Hammond, 2009). La
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mioglobina fue la primera proteina cuya estructura fue elucidada
utilizando esta técnica. Esta macromolécula es un complejo formado
por una parte proteica, la globulina, y un grupo prostético, el hemo, y
su funcién es almacenar y distribuir el oxigeno segun cada necesidad
(Mdller-Esterl, 2009). La estructura cristalografica de la mioglobina es
mostrada en la Figura 10.1 (Ferry, 2010).

Figura 10.1. Representacion de la estructura de la mioglobina determinada por rayos
X (PDB: 1M6C).

Un gran nimero de proteinas, biomédicamente pertinentes, contintan
evadiendo la elucidacién estructural por estas técnicas debido al
ambiente de la membrana. Sin embargo, se han desarrollado nuevos
métodos para la obtencidn de cristales de proteinas transmembrana
adecuados para la realizacion de estudios cristalograficos (Moraes
et al.,, 2014). Por otra parte, las técnicas de modelado in silico son
altamente eficientes y por tanto, utilizadas en multiples campos
de estudio, tales como el disefio de farmacos, ingenieria proteica
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y aplicaciones de mutagénesis dirigida (Gupta, 2014). Asimismo, la
prediccién computacional, puede ser empleada con el fin de definir las
estructuras de este tipo de proteinas (Hirst et al., 2011).

CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

La cristalografia de rayos X es una de las técnicas que mas ha aportado
al desarrollo de la biologia estructural, un campo importante dentro
de las ciencias bioldgicas (Frauenfelder et al., 2010). Actualmente, es
un componente clave para la mayoria de las universidades modernas
y las empresas biotecnoldgicas y farmacéuticas (Robertus, 2008).
A pesar que la espectroscopia de RMN juega un papel clave como
herramienta de la biologia estructural, la cristalografia de rayos X sigue
siendo el pilar de esta disciplina (Robertus, 2008). En el pasado, los
analisis de rayos X de las estructuras de proteinas eran, en gran parte,
del dmbito de cristalégrafos profesionales (Robertus, 2008), pero hoy
dia, la existencia de instalaciones experimentales bdsicas y programas
de andlisis han permitido que cientificos de diversas areas puedan
emplear este método (Robertus, 2008). Ademas, se han incluido una
gran cantidad de técnicas auxiliares que han permitido ampliar la gama
de estructuras que se pueden elucidar por cristalografia (Garman,
2014).

La cristalografia de rayos X aprovecha la capacidad de los rayos X de
ser difractados por los cristales (Seth y Bihani, 2012). Su objetivo es
la obtencion de la estructura molecular tridimensional de un cristal. A
partir de una muestra pura de alta concentracion, se obtienen cristales
de la macromolécula de interés, los cuales son expuestos a un haz de
rayos X. Los patrones de difraccidon que se producen son generalmente
convertidos a imagenes o coordenadas tridimensionales a través de
algoritmos computacionales (Holt et al., 2013).

Esta técnica ha permitido estudiar la estructura tridimensional de
péptidos y proteinas, asi como diversas caracteristicas derivadas
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del arreglo cristalino de los sdlidos, incluyendo: constantes de red y
geometria, identificacién de materiales desconocidos, orientacion
de los cristales individuales, orientacidon preferente de policristales,
defectos y tensiones (Cao y Wang, 2010). Los rayos X son radiaciéon
electromagnética con una longitud de onda en el rango de 0.01-100
A (1 A equivale a 1x 10° m). Por lo cual, en la difraccién de rayos X, la
longitud de onda usada es generalmente comparable con el rango de
espaciado interatdmico entre los cristales, lo cual corresponde a un
valor cercano a 1 A (He, 2011).

Los rayos X se dispersan a través de la nube de electrones de un
atomo de tamano comparable. El patron de difraccién obtenido a
partir de dispersién de rayos X del conjunto periddico de moléculas
o atomos en el cristal permite la reconstruccién de la densidad de
electrones, con ayuda de informacién de fase adicional o experimentos
complementarios. Los datos de difraccidon de rayos X son extraidos y
un modelo es, entonces, progresivamente construido con base en la
densidad electrénica experimental que, tras el refinamiento de los
datos, da como resultado una estructura molecular muy precisa (Seth
y Bihani, 2012).

Para la dilucidacion precisa de las posiciones atdmicas en el espacio
es conveniente la difraccién de rayos X en monocristal. Sin embargo,
conseguir un cristal individual absolutamente perfecto puede llegar a
ser realmente dificil, siendo esta una de las principales debilidades de
dicha técnica. Por esta razéon aun muchas moléculas importantes no
han sido reportadas experimentalmente (Brihuega, 2011).

En la difraccion de rayos X, un haz colimado de rayos X, con una
longitud de onda que se extiende tipicamente de 0.7 a 2 A, incide en
un espécimen de acuerdo con la ley de Bragg (Ecuacion 10.1) (Cao y
Wang, 2010):

Ecuacion 10.1: n-A=2d-sen’
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Donde n es un nimero entero, A es la longitud de onda de los rayos X, d
es la distancia entre los planos de la red cristalina y, 6 es el angulo entre
los rayos incidentes y los planos de dispersién (Cao y Wang, 2010).

El haz de rayos X es dirigido a través de la proteina cristalizada, luego los
atomos del cristal los difractan (desvian) en una disposicion ordenada
y finalmente los rayos X difractados son expuestos a una placa
fotografica produciéndose un patrén de puntos conocido como patrén
de difraccion de rayos X, a partir del cual es construido un modelo
computarizado tridimensional de la proteina (Campbell y Reece,
2007). Este archivo puede ser mostrado en formato pdb (extension
.pdb), conteniendo las coordenadas tridimensionales elucidadas y la
informacion sobre las condiciones cristalograficas empleadas (Figura
10.2).

REMARK 200

REMARK 200 DIFFRACTION PROTOCOL: NULL

REMARE 200 METHOD USED TO DETERMINE THE STRUCTURE: WULL
REMARK 200 SOFTWARE USED: X-PLOR

REMARE 200 STARTING MODEL: NULL

REMARE 200

REMARK 200 REMARK: NULL

REMARK 280

REMARK 280 CRYSTAL

REMARK 280 SOLVENT CONTENT, VS {¥): &7.00

REMARK 280 MATTHEWS COEFFICIENT, VM (ANGSTROMS**3/DA): 3.77
REMARE 280

REMARE 280 CRYSTALLIZATION CONDITIONS: NULL

REMARKE 290

REMARK 290 CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY

REMARK 290 SYMMETRY OPERATORS FOR SPACE GROUP: P 65

REMARE 290

REMARE 290 SYMOP  SYMMETRY

REMARKE 290 NNRMMM  OPERATOR

REMARE 290 1555 X,Y,Z

REMARE 250 2555  -¥,X-Y,Z+2/3

REMARK 290 3555  -X+Y,-X,Z+1/3
REMARK 290 4555  -X,-¥,Z+1/2

REMARK 290 5555 Y, -X+¥,Z+1/6

REMARE 290 6555  X-Y,X,Z+5/6

REMARK 290

REMARE 290 WHERE HNN -> OPERATOR NUMBER
REMARE 290 MMM -> TRANSLATION VECTOR
REMARE 290

REMARE 290 CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY TRANSFORMATIONS

REMARK 290 THE FOLLOWING TRANSFORMATIONS OPERATE ON THE ATOM/HETATH
REMARE 290 RECORDS IN THIS ENTRY TO PRODUCE CRYSTALLOGRAPHICALLY
REMARK 290 RELATED MOLECULES.

REMARK 200  SMIRY1 1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000
REMARE 290 SMTRYZ 1 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000
REMARE 290 SMTRY3 1 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000
REMARE 290 SMIRY1 2 -0.500000 -0.866025 0.000000 0.00000
REMARE 290 SMIRYZ 2 0.866025 -0.500000 0.000000 0.00000
REMARK 290 SMTRY3 2 0.000000 0.000000 1.000000 74.49333
REMARK 290  SMTRY1 3 -0.500000 0.866025 0.000000 0.00000
REMARK 290  SMTRY2 3 -0.866025 -0.500000 0.000000 0.00000
REMARE 200  SMTRY3 3 0.000000 0.000000 1.000000 37.24667
REMARE 290 SMTRY1 4 -1.000000 0.000000 0.000000 0.00000
REMARE 290 SMTRY2 4 0.000000 -1.000000 0.000000 0.00000

Figura 10.2. Contenido de un archivo PDB mostrando condiciones cristalograficas de
la helicasa del ADN (PDB: 1PJR).
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

RMN es la Unica técnica experimental que puede determinar las
estructuras y la dindmica de las macromoléculas bioldgicas, asi como
sus complejos en solucién con resolucidon atémica. La concesiéon del
Premio Nobel de Quimica en 2002 a Kurt Wuthrich, del Instituto de
Tecnologia Federal Suizo y el Instituto de Investigacidn Scripps, honra
sus esfuerzos pioneros en el desarrollo y la aplicacidon de esta técnica
al estudio de las proteinas (Palmer y Patel, 2002).

Esta es una técnica singular, capaz de revelar la estructura atémica de
las macromoléculas en disolucién (Berg et al., 2008) y las distancias
entre protones particulares (Pollard et al., 2007). De esta manera,
permite el estudio de pequefias proteinas en disolucién (Pollard et al.,
2007).

La RMN consiste en la absorcion resonante de la radiacion por parte
de los nucleos o protones no apareados, en un campo magnético.
En la resonancia existe un fuerte acoplamiento entre el espin de los
protones y la radiacion, produciéndose una gran absorcién cuando el
espin del protdn realiza la transicidn entre niveles de energia de espin
nuclear (De Paula y De Paula, 2007). Estas transiciones resultan en una
absorcion neta de energia por el sistema de espin, absorcion que puede
detectarse electronicamente. La energia absorbida es suministrada
por el generador que produce el campo magnético oscilante (Serway
et al., 2005). Puede decirse, entonces, que la RMN es el estudio de las
propiedades de moléculas que poseen nucleos aplicando un campo
magnético y observando la frecuencia del mismo a través de un
espectro de RMN (De Paula y De Paula, 2007).

La resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-C13) es la
aplicacién de la RMN al carbono. Esta es una herramienta importante
en el esclarecimiento de la estructura quimica de los compuestos, ya
qgue permite la identificacién del isdtopo 13 de los atomos de carbono
en moléculas organicas. A diferencia del carbono 12, este isdétopo
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presenta un espin nuclear, debido a la presencia de un neutrén no
apareado, con resonancia en el campo magnético. Sin embargo, los
nucleos de carbono-13 constituyen aproximadamente el 1% de los
nucleos de carbono en la tierra. Por lo tanto, la RMN-C13 es menos
sensible que la espectroscopia de RMN de hidrégeno (Carrington vy
McLachlan, 1967).

MODELADO MOLECULAR

Los avances en la informdatica y técnicas computacionales han
contribuido notablemente al disefio de farmacos asistido por
ordenador, debido al incremento en la capacidad de procesamiento
y analisis de las estructuras tanto de ligandos como de receptores
mediante el modelado molecular (Laza y Fontelles, 2010). El término
modelado molecular abarca todas aquellas técnicas computacionales
que tienen como finalidad el estudio y la elucidacién de la estructura
tridimensional de las moléculas (Cirilo et al., 2003) (Figura 10.3).

Figura 10.3. Modelo molecular de la proteina CLK4 (ModBase: Q9HAZ1).
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El modelado por homologia es la técnica mas exitosa para predecir
la estructura tridimensional de proteinas, fundamentada en que
polipéptidos relacionados evolutivamente, comparten una estructura
similar (Dalton y Jackson, 2010). Esta herramienta se ha beneficiado
en gran medida por la biblioteca creciente de estructuras de proteinas
resueltas experimentalmente. Esto es cierto no solo para los métodos
de modelado comparativos, que utilizan una estructura homodloga
de una proteina como una plantilla, sino también para diversos
métodos que utilizan parametros extraidos de la base de datos PDB
y que pueden contribuir al refinamiento, la seleccién de modelos y
la prediccion de estructuras de proteinas ab initio (Kihara y Skolnick,
2003). Actualmente, existen numerosos servidores disponibles en
internet para desarrollar el modelado de proteinas por homologia,
algunos de ellos son: SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/),
WHAT IF (http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/) y MODELLER (http://salilab.
org/modeller/) (Larios, 2002).
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CAPITULO 11. IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS EN EL
DISENO DE FARMACOS

Las proteinas son componentes moleculares importantes de los
sistemas bioldgicos, siendo responsables del soporte estructural,
almacenamiento, sefalizacion, movimiento y defensa contra
sustancias extrafas, entre otras funciones celulares (Saada y Pearson,
2011). La comprension de la estructura tridimensional de las proteinas
y de las caracteristicas funcionales derivadas de ella, constituyen
una fase importante del disefio de farmacos, por cuanto puede dar
una idea de la funcién bioquimica, y guiar el desarrollo de ensayos
en proteinas que constituyan blancos farmacoldgicos conocidos o
desconocidos. Una de las caracteristicas mads relevantes en el proceso
de desarrollo de farmacos es la identificacion del sitio activo, el cual
puede ser reconocido a través del estudio de caracteristicas en la
combinacion de patrones en la secuencia o propiedades estructurales
superficiales (Wasserman et al., 2012).

Historicamente, el proceso de descubrimiento de farmacos se ha
basado en el cribado de alto rendimiento (HTS; high throughput
screening) para identificar a los compuestos bioldgicamente activos.
Sin embargo, a pesar de los avances en las técnicas de automatizacién
para HTS, este enfoque sigue siendo muy laborioso y costoso
(Cavasotto y Phatak, 2009). Por tanto, el cribado virtual de bases de
datos es un componente cada vez mas importante en la busqueda de
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nuevos compuestos activos (Lengauer et al., 2004). Por otra parte,
la caracterizacion funcional de las proteinas representa un reto para
las ciencias bioquimicas, médicas e informdaticas. Sin embargo, la
funcién de una proteina puede ser predicha con éxito por métodos
computacionales en algunos casos, los cuales podrian extraer, incluso,
mas informacién que los métodos experimentales (Pierri et al., 2010).
Asi, con frecuencia, el conocimiento de la estructura proteica ofrece
una idea sobre la funciéon de la proteina (Lengauer y Zimmer, 2000), y
constituye en muchos casos el punto de partida para el desarrollo y/o
diseio de farmacos.

El largo camino en el descubrimiento de farmacos basado en la
interaccién proteina-ligando, puede dividirse en dos etapas. La primera
consiste en seleccionar una proteina blanco, también llamada diana,
cuya funcién normal debe ser alterada, en muchos casos bloqueada
por la molécula farmacolégicamente activa mediante la unién a ella.
Una vez es identificada la proteina blanco, el siguiente paso es la
seleccion de un farmaco adecuado que se adhiera a la proteina, sea
facil de sintetizar, bioaccesible y que tenga efectos adversos o téxicos
casi nulos (Kang et al., 2008).

Para esto son utilizados dos enfoques, principalmente: el cribado
virtual por acoplamiento molecular basado en el receptor, que requiere
el conocimiento de la estructura tridimensional de las proteinas y
del sitio de unidn, cuyo objetivo es seleccionar los compuestos con
capacidad de interactuar con esta; y el cribado virtual basado en la
similitud, donde no es necesario tener informacién sobre la proteina.
En este Ultimo, son tomados como referencia compuestos con
actividad conocida sobre la proteina para crear un modelo estructural
gue permita extraer compuestos prometedores de las bases de datos,
utilizando un criterio de similitud molecular. Para que sea adecuado,
solo deben ser consideradas las moléculas que se unen fuertemente a
la proteina de estudio (Lengauer et al., 2004).
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Es de importancia aclarar que la estructura cristalina de la proteina
blanco no conlleva, directamente, al descubrimiento de medicamentos,
pero proporciona un modelo importante para el desarrollo de los
mismos. De esta forma se reduce, drasticamente, el nimero de
compuestos a sintetizar, necesarios para la optimizacion de un farmaco
potencial (Breitenlechner et al., 2005).

La neuraminidasa es una de las glicoproteinas de la cubierta de los
virus de la gripe, influenza A y B. Esta enzima cataliza la hidrdlisis
de los residuos terminales de acido sidlico de los glicoconjugados y
glicolipidos, y resulta esencial para los mecanismos de infeccién del
virus. Dado que esta enzima no suele estar sujeta a mutaciones, se
ha utilizado recientemente como blanco para el disefio racional
de inhibidores selectivos como farmacos antigripales potenciales.
Estudios de modelado molecular, a partir de la estructura cristalina de
la enzima, han dado como resultado el desarrollo de nuevos farmacos
tales como: el zanamivir (Figura 11.1), el oseltamivir, el RWJ-27020 y el

BCX-140 (Cirilo et al., 2003).

Zanamivir

Figura 11.1. Complejo proteina-farmaco entre la neuraminidasa y zanamivir
(PDB: 3B7E).
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IDENTIFICACION DE BLANCOS MOLECULARES

Las proteinas desempenan un papel fundamental en los procesos
de crecimiento celular, supervivencia, migracién y diferenciaciéon; a
través del conjunto secuencial de interacciones entre proteinas, que
forman las vias de transduccidn de sefiales. Sin embargo, el papel de
las proteinas, en muchos eventos celulares, sigue siendo desconocido
(Tashiro e Imoto, 2012). La identificaciéon y validacién de proteinas
blanco, de moléculas bioactivas de bajo peso molecular, es un paso
critico en el descubrimiento de farmacos (Titov y Liu, 2012), no solo
para determinar el blanco farmacoterapéutico, sino también para
evitar el desarrollo de fdrmacos que interaccionen con proteinas de las
gue se deriven efectos secundarios graves, o que solo deban permitirse
en etapas avanzadas de la enfermedad (Patifio, 2008).

Existen diversas aproximaciones para la identificacion de blancos
moleculares (Figura 11.2). Las mds comunes son: el enfoque
descendente y ascendente. En el primero, el fenotipo celular es
utilizado como punto de partida para buscar un acercamiento hacia el
blanco molecular através de la depuracién sistematica de posibilidades,
tomando ventaja del conocimiento detallado existente de los procesos
y rutas de sefalizacion. En contraste, el enfoque ascendente implica
la deteccidon directa y la identificacion de los blancos moleculares
utilizando métodos basados en la afinidad o genética (Titov y Liu,
2012). Entre una variedad de procedimientos para descubrir la funcién
de las proteinas, la quimica genética es un enfoque valioso en la que
pequeiios compuestos moleculares se utilizan como sondas para
dilucidar las funciones de las mismas dentro de las vias de sefializacién
(Tashiro e Imoto, 2012).
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Fenotipo

Enfoque
descendente

Proteina blanco

Enfoque
ascendente

Molécula
Pequena

Figura 11.2. Esquema de los enfoques para el descubrimiento de blancos moleculares.

Por otro lado, una variedad de métodos y tecnologias para la
identificacién de proteinas blanco han sido reportadas. Estos pueden
clasificarse bdsicamente en directos e indirectos. En la primera
categoria, las proteinas unidas a cada compuesto se purifican e
identifican directamente, generalmente usando espectrometria
de masas de tiempo de vuelo (Merchant y Weinberger, 2000). En
el caso del enfoque indirecto, el compuesto debe perturbar algun
evento conocido, relacionado con la regulacién celular o las vias
de sefalizacién celular. La elucidacion de la etapa afectada por el
compuesto y, subsecuentemente, de la proteina que participa en ese
paso, permite determinar el blanco molecular del compuesto. Los
estudios de las ciencias émicas, como la protedmica y transcriptomica,
son muy Uutiles en este tipo de aproximacién, puesto que pueden
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ayudar a recopilar datos completos sobre los efectos bioldgicos de
compuestos particulares, que sirvan para determinar los perfiles de
destino de los mismos (Tashiro e Imoto, 2012).

Debido a su papel fundamental en la fisiologia normal y la facilidad para
sintetizar agonistas y antagonistas selectivos, los receptores acoplados
a proteina G (GPCRS) han sido un blanco importante para la produccién
de medicamentos, estimandose que aproximadamente el 65% de los
farmacos prescritos son mediadores de la accién de GPCRS (Losada,
2005), debido a su papel critico en sefalizacion celular, respuesta a
neurotransmisores, hormonas y otras moléculas de sefializacién (Kuo,
2011).

SITIOS ACTIVOS COMO CAVIDADES DE UNION A FARMACOS

La prediccion de sitios activos en proteinas es importante para la
comprension de la biologia funcional de la misma, asi como para el
proceso de disefio de farmacos basado en la estructura (Kalidas y
Chandra, 2008). Las interacciones de una proteina con otras moléculas,
por ejemplo, ligandos, acidos nucleicos u otras proteinas, son criticos
para su funcién bioquimica. Por lo general, no todos los residuos en la
superficie de las mismas participan en estas interacciones, sino que se
producen en lugares definidos, denominados sitios de union (Nisius et
al., 2012), como los sitios activos, y generalmente corresponde a un
bolsillo o surco formado por unos pocos aminoacidos.

Sin embargo, este no es un receptaculo rigido para el sustrato, ya que
al entrar, las interacciones entre los grupos quimicos de las proteinas
y el ligando pueden generar cambios conformacionales haciendo que
las proteinas cambien ligeramente, de tal modo que el sitio activo
establezca una uniéon de mayor afinidad con el ligando (Campbell y
Farrell, 2004). Por lo tanto, la identificacion y caracterizacion de estos
sitios de unidn es crucial para entender las interacciones moleculares
proteina-ligando. El acoplamiento de una molécula con el sitio activo de
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una proteina depende ademads de factores clave para el reconocimiento
molecular como la complementariedad fisico-quimica, la forma, el
tamano y la flexibilidad del sitio de unién y del ligando (Nisius et al.,
2012).

Enla Figura 11.3 se muestra el sitio de unidn de la neuraminidasa con el
zanamivir y los residuos aminoacidicos interaccionantes. Los residuos
Arg118, Asp151, Arg152, Argl56, Glu227 y Arg371 estan involucrados
en laformacidén de puentes de hidrégeno. Por su parte, Glu119, lle222y
Ser246 participan en interacciones hidrofébicas, mientras que Trp178,
Glu276, Arg292 y Tyr406 contribuyen en ambos tipos de interacciones
con el farmaco (Gupta et al., 2011).

Figura 11.3. Vista tridimensional de la neuraminidasa acoplada a zanamivir (PDB:
3B7E). A. Estructura tridimensional mostrando el sitio activo. B. Cavidad en la
superficie de la proteina utilizada para el enlace a zanamivir. C. Aminoacidos que

interacttdan en la union proteina-ligando.
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CAPITULO 12. BASES DE DATOS DE SECUENCIAS Y
ESTRUCTURAS PROTEICAS

Al igual que la cantidad de datos moleculares disponibles, el
numero de bases de datos especializadas en biologia molecular
esta creciendo rapidamente (Kok y Koronacki, 2007), en particular
aquellas relacionadas con la estructura proteica (Gabanyi y Berman,
2015). Debido a que la funcidn biolédgica de cualquier proteina esta
intimamente ligada a su estructura tridimensional, mayores esfuerzos
de investigacion se han realizado para desarrollar una variedad de
técnicas computacionales para la prediccidon de sus caracteristicas
estructurales (Saada y Pearson, 2011), entre ellas: estructuras
secundarias, regiones transmembrana, sitios de fosforilacién de la
proteina, flexibilidad o generacidn estructural, las cuales estan basadas
principalmente en algoritmos (de Brevern y Joseph, 2011).

Las secuencias amioacidicas o archivos con informacion de las
coordenadas, correspondientes a la estructura tridimensional de
proteinas, sirven muchas veces como punto de partida para estudios
concernientes a la predicciéon de caracteristicas relacionadas con la
estructura proteica, siendo las bases de datos, una herramienta util
para tal fin (Pevsner, 2009). Una base de datos corresponde a una
coleccién de datos organizados sistematicamente de modo que su
contenido puede ser adquirido y actualizado. Estas resultan de enorme
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importancia para recopilar dicha informacién y permitir su rdpido
acceso, debido al gran niumero de proteinas existentes y al constante
incremento de nuevos registros de estructuras proteicas elucidadas
(Brihuega, 2011). En las secciones subsecuentes las bases de datos de
secuencias y estructuras tridimensionales de proteina mas usadas a
nivel mundial seran presentadas anotando informacion importante
sobre sus caracteristicas e instrucciones de uso.

RCSB PROTEIN DATA BANK (PDB)

La base de datos de proteinas Protein Data Bank (PDB), es el repositorio
central de datos, a nivel mundial, de estructuras tridimensionales
de macromoléculas bioldgicas (Deshpande et al., 2005), incluyendo
proteinas, péptidos, complejos proteina-acido nucleico, acidos
nucleicos y carbohidratos de diferentes especies y virus (Lipkowitz et
al., 2006).

La informacion estructural de macromoléculas biolégicas de este
repositorio esta disponible, a través de la pagina web http://www.pdb.
org (Cavasottoy Phatak, 2009) y es lafuente primariade unamplio rango
de datos estructurales de proteinas, mostrados como coordenadas
atdmicas, estructuras quimicas de cofactores y descripciones de la
estructura cristalina (Pevsner, 2009).

Este repositorio de estructuras tridimensionales fue establecido en
1971 para almacenar estructuras biolégicas macromoleculares y
administrado inicialmente por BNL (Brookhaven National Laboratories)
en Estados Unidos (Chen, 2005). En la actualidad estd a cargo del RCSB
(Research Collaboratory for Structural Bioinformatics), quien asumié la
responsabilidad de la disposicion de los datos a partir de 1999 (Berman
et al., 2000). PDB es considerada, en la actualidad, como una valiosa
herramienta que ofrece el servicio de descarga de una gran cantidad
de datos depurados (Wood, 2010). Histéricamente, el formato usado
por Protein Data Bank es el formato pdb (Figura 12.1), el cual abarca
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una coleccidon de datos organizados que describe las coordenadas
atdmicas, caracteristicas quimicas y bioquimicas, asi como detalles
estructurales (Chen, 2005). Cada proteina es identificada con un
codigo, denominado como PDB a lo largo de este libro.

EAnER EELICASE

11-0ET-96  1PIR

TITLE STRUCTURE OF DHA HELICRSE
COMPHD  MOL_ID: 1:

COMPHD 2 MOLECULE: BCRA;

COHPRDY 3 CHAIN: Ar

JHHHE

4 ENGINEERED: YES
MOL TD: 17

2 ORGANTSH SCTENTIFIC: GEOBACTLLUS STERROTHERMOPEILUS:
3 ORGANTSM TAXID: 1422:

4 STRAIM: HCALS03;

5 GEHE: PCRRA;
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Figura 12.1. Parte del archivo pdb de la ADN-helicasa (PDB: 1PJR).

La busqueda en la base de datos puede hacerse a partir del cédigo PDB
de la proteina o de palabras claves, las cuales pueden ser ingresadas en
la barra de busqueda de la pdgina principal. Ademas, este repositorio
cuenta con diversas opciones para refinar la busqueda y obtener mayor
informacidon sobre la misma, tales como la arquitectura, topologia y
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superfamilia por homologia de la proteina a través de CATH, la base
de datos de clasificacion de estructuras proteicas (http://www.cathdb.
info/), asi como las predicciones de su clasificacion estructural con
SCOP (Clasificacidon estructural de proteinas; http://scop.mrc-Imb.
cam.ac.uk/scop/). La estructura molecular (Figura 12.2) puede ser
visualizada en la pagina de RCSB Protein Data Bank (Selzer et al., 2008).
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Journal: (2001) Ada Crystallogr. Sect D 57: 1.7
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Search Related Articles in PubMed £

PubMed Abstract:
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replacement methods, using the orthorhombic crystal structure as.a search model. It was then refined in a unit cel of dimensions
a... [ Read More & Search PubMed Abstracts |

t Molecular Description PO | 30 View JSmolor PV More Images

Figura 12.2. Base de datos de proteinas PDB, mostrando la estructura de la catalasa
humana de eritrocitos (PDB: 1F4)).

UniProtKB

El consorcio UniProt fue creado en 2002 por la unién de esfuerzos
entre el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB), el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EBI) y el Grupo de Recurso de Informacién de Proteinas
(PIR), cuyo objetivo ha sido proporcionar a la comunidad cientifica, una
base de conocimientos sobre proteinas comprensibles, estables y de
alta calidad, denominada UniProt. El sitio web de esta base de datos es
www.uniprot.org (Schneider et al., 2009). La informacién contenida en
ella esta dividida en cuatro bases de datos llamadas: UniProtKB (UniProt
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Knowledgebase), UniPark (UniProt Archive), UniMES (Metagenomic
and Environmental Sequence Database) y UniRef (UniProt Reference
Clusters), las cuales han sido designadas para diferentes propdsitos
(Chedrese, 2009).

La base de datos UniProtkKB consta de dos secciones: UniProtKB/
Swiss-Prot, donde se encuentran todos los registros no redundantes
anotados manualmente y UniProtKB/TrEMBL, que contiene la
informacidon anotada de manera automadtica. En conjunto, las dos
secciones cubren todas las proteinas caracterizadas o inferidas de las
secuencias de nucledtidos disponibles publicamente (Schneider et
al., 2004). UniProtKB provee informacion detallada sobre los genes
y proteinas, tales como nombre de la proteina, nombre del gen,
organismo, linaje taxondmico y secuencia (Figura 12.3). Ademas de ser
de libre acceso, esta base de datos consta de numerosos hipervinculos
gue permiten ingresar a otras bases de datos como PDB para obtener
mayor informacién sobre la proteina de interés (Frishman y Valencia,
2008).

Catalase
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Figura 12.3. Base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (www.uniprot.org).
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CENTRO NACIONAL DE INFORMACION DE BIOTECNOLOGIA (NCBI)

El Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (NCBI) es otra base
de datos que proporciona secuencias de proteinas no redundantes,
usando las provenientes de una amplia variedad de fuentes. Contiene
secuencias con altos valores de identidad, pero no contiene duplicados
(Rangwala y Karypis, 2010). El acceso a NCBI le permite al usuario el
ingreso a las bases de datos: Medline, la de proteinas NCBI y la de
nucleétidos NCBI (GenBank). Las entradas de proteinas y nucleétidos
provienen de diferentes bases como: GenBank, EMBL, DDBJ, PIR,
SWISS-PROT, PRF (Protein Research Fundation) y PDB (Rosenberg,
2005). NCBI esta disponible a través de la direccion electrénica http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Figura 12.4) y es de acceso gratuito.
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Bibliography
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catalase activity but, to date. acatalasemia is the only disease known to be caused by this gene. [provided
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Orthologs mouse all Related information

Figura 12.4. Base de datos de proteinas de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Otra base de datos de interés es el Banco de Datos Topoldgicos de
Proteinas Transmembrana (TOPDB), el cual abarca una coleccién de
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informacion experimental disponible en la literatura y bases de datos
publicadas en internet para mas de mil de estas proteinas (Tusnady et
al., 2008). Entre los datos que contiene se encuentran la secuencia,
nombre del organismo del que fue aislado y referencias cruzadas a
varias bases de datos, tales como PDB, PDBTM, UniProt y PubMed.
La busqueda puede ser realizada por identificador o palabras clave,
tipo de experimento, tipo de estructura u organismo en el que se
encuentra. En la Figura 12.5 se muestra parte de la salida obtenida
para la proteina porina 6 humana (PDB: 1S6E). Esta base de datos esta
disponible en la pagina web: http://topdb.enzim.hu/.
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Figura 12.5. Base de datos de proteinas TOPDB (http://topdb.enzim.hu/).
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CAPITULO 13. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS

Las proteinas poseen una gran y sorprendente variedad estructural,
con diversidad de funciones bioldgicas. Asimismo, son las biomoléculas
mas abundantes en la naturaleza, después del agua. Es por esto que
para su clasificacién se recurren a criterios diferentes, como son su
composicion y funcién. De acuerdo con su composicién pueden ser
simples, conjugadas o derivadas.

PROTEINAS SIMPLES

Son proteinas formadas por cadenas de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos, de tal forma que al sufrir hidrdlisis producen solo
a-aminodcidos (Bansal, 2003). Teniendo en cuenta su morfologia y
solubilidad, estas se pueden clasificar en:

Albuminas: Proteinas globulares, solubles en agua y en solucidn salina
diluida. Precipitan por saturacion con solucién de sulfato de amonio y
coagulan por exposicién al calor, se encuentran en tejidos de plantas
y animales. Ejemplos de estas proteinas son la albimina en la sangre,
la lacto-albumina, la ovo-albumina, la legumelina en las lentejas, la

faseolina en los frijoles, y la leucosina en el trigo (Saini, 2010).

Globulinas: Corresponden a proteinas globulares, escasamente
solubles en agua y solubles en soluciones neutras. Precipita con
sulfato de amonio diluido y se coagula por exposicion al calor. Estan
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distribuidas en tejidos de plantas y animales. Algunos ejemplos son
las globulinas en la sangre, la miosina en el musculo, la tuberina en la
papa, la excelsina en las nueces de Brasil, la edestina en el cainamo, y la
legimina en las lentejas (Ahmad y Khan, 2010).

Glutelinas: Proteinas insolubles en agua y soluciones salinas diluidas,
asi como en 4acidos diluidos. Se encuentran en granos y cereales.
Ejemplos de estas son la glutenina en el trigo, y la oricerina en el arroz
(Patil y Muskan, 2009).

Prolaminas: Insolubles en agua y alcohol absoluto, solubles en alcohol
al 70%. Presentan una alta proporcion de prolina; se produce en las
semillas de cereales. Entre las proteinas pertenecientes a este grupo
estan la gliadina en el trigo y el centeno, la zeina en el maiz, y la
hordeina en la cebada (Naik, 2012).

Protaminas: Proteinas solubles en agua, que no coagulan al ser
sometidas al calor. Son fuertemente bdsicas debido a que poseen una
alta proporcién de arginina. Corresponden a proteinas de union al
ADN producidas por espermatozoides. En este grupo se encuentran
la esturina en el esturién (Acipenser sturio), escombrina en la caballa
(Scomber scombrus), y salmina en el salmén (Salmo salar) (Singh y
Tomer, 2008).

Histonas: Familia de proteinas basicas debido a las grandes cantidades
de lisina y arginina que poseen. Solubles en agua, soluciones salinas, y
acidos diluidos; insolubles en hidréxido de amonio. Se asocian al ADN
en el nucleoyayudan a condensar la cromatina debido a que, sus cargas
positivas les permiten asociarse con el ADN, cargado negativamente.

Escleroproteinas: Proteinas fibrosas; insoluble en todos los disolventes
y resistentes a la digestion. Presente en tejido conectivo y tejidos
duros. Entre estas proteinas se encuentran el colageno, la elastina y la
gueratina.
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PROTEINAS CONJUGADAS

Son moléculas que contienen una parte proteica (apoproteina) y
una no proteica. Ademas de aminodacidos, la hidrdlisis de las mismas
produce otros grupos, conocidos como grupos prostéticos. Las
proteinas conjugadas son clasificadas de acuerdo a la naturaleza de
estos (Chatterjea y Shinde, 2012; Bansal, 2003) en:

Nucleoproteinas: Conformadas por proteinas basicas simples, tales
como protamina o histona con acidos nucleicos como grupo prostético.
Estan presente en los cromosomas y en todas las formas de vida como
una combinacién de proteina y ARN o ADN (Tandan y Chandramouli,
2005).

Mucoproteinas: Proteinas combinadas con mucopolisacdridos, tales
como el 4cido hialurdnico y el condroitin sulfato. Ademas, contienen
cantidades mayores del 4% de hexosamina N-acetilada, azlcares
y sulfatos. Han sido obtenidas de saliva (mucina) y clara de huevo
(ovomucoide) (Chatterjea y Shinde, 2012).

Glicoproteinas: Corresponden a proteinas cuyo grupo prostético
son carbohidratos. Son diferenciadas de las mucoproteinas porque
su contenido de carbohidratos es menor del 4%. El grupo de las
glicoproteinas incluye mucinas, inmunoglobulinas, proteinas del
complemento y muchas enzimas (Frandson et al., 2009).

Fosfoproteinas: Proteinas que contienen fdsforo como grupo
prostético, en forma de acido ortofosférico. Ejemplos de este tipo son
la caseina en la leche y la ovovitelina en la yema de huevo, las cuales
contienen cerca del 1% de fésforo (Saxena, 2006).

Cromoproteinas: Proteinas con pigmentos no proteicos. En este grupo
se encuentran las hemoproteinas, las cuales portan el grupo hemo,
pigmento coloreado de rojo, como grupo prostético (hemoglobina,
citocromo, catalasa y peroxidasa). Otros ejemplos son la mioglobina y
las flavoproteinas (Ramakrishnan et al., 2001).
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Lipoproteinas: Proteinas solubles en agua. Constan de segmentos
polipeptidicos conjugados con lipidos. Son encontradas ampliamente
en todas las células y formas de vida (Stoker, 2011).

Metaloproteinas: Como su nombre loindica, contienen iones metalicos
como su grupo prostético. La ferritina, la anhidrasa carbdnica y la
ceruloplasmina son algunos ejemplos (Tyagi y Pande, 2007).

PROTEINAS DERIVADAS

Esta clase de proteinasincluyen aquellos productos proteicos formados
a partir de proteinas simples o conjugadas (Chatterjea y Shinde, 2012).
Se dividen en dos grupos principales:

Proteinas derivadas primarias: Corresponden a proteinas
denaturalizadas o coaguladas, las cuales presentan el mismo peso
molecular que las proteinas nativas, pero difieren en solubilidad,
precipitacidnycristalizacion, esdecir, sufrenrearreglosintramoleculares
gue cambian sus propiedades, pero manteniendo los enlaces peptidicos
intactos. Surgen como consecuencia de la exposicion al calor, rayos
X, rayos UV, 4cidos, bases y por agitacion vigorosa (Joshi y Saraswat,
2004). Entre estos se encuentran:

Proteanos: Productos insolubles formados por la accién del agua,
acidos muy diluidos y enzimas. En este grupo se encuentran el edestan
y el miosan, derivados de la elastina y la miosina, respectivamente
(Naik, 2012).

Metaproteinas: Formadas de la accién de acidos y dlcalis en las
proteinas. Generalmente son solubles en acidos diluidos y alcalis pero
insolubles en solventes neutros (Saxena, 2006).

Proteinas coaguladas: Productos insolubles formados por la accion del
calor o el alcohol en las proteinas nativas (Joshi y Saraswat, 2004).

Proteinas derivadas secundarias: Estas proteinas son formadas por
la hidrdlisis progresiva de los enlaces peptidicos en las proteinas.
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Representan gran complejidad con respecto a sutamafio y composicidon
de aminoacidos y son clasificadas de acuerdo a su tamafio molecular
promedio (Sharma, 2010).

e Proteosas o albumosas: Productos intermedios de la digestion
parcial de las proteinas con pepsina o tripsina. Son solubles en
agua, coaguladas por el calor; y precipitan con sulfato amdnico
saturado.

e Peptonas: Productos de la hidrdlisis de proteosas, por lo que
poseen menor peso molecular que estas. Son solubles en agua,
no coagulan al estar expuestas al calor; y no precipitan con sulfato
amonico saturado.

e Péptidos: Estancompuestosde un pequefionimerodeaminoacidos
unidos por enlaces peptidicos y reciben el nombre de acuerdo al
nimero de aminodcidos que posean: dipéptido, tripéptido y asi

sucesivamente.
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CAPITULO 14. ESTABILIDAD Y FLEXIBILIDAD ESTRUCTURAL
DE PROTEINAS

ESTABILIDAD ESTRUCTURAL DE LAS PROTEINAS

La estabilidad es una propiedad fundamental que afecta la funcidn,
actividad y regulacion de las biomoléculas (Taverna y Goldstein, 2002).
Desde el punto devistatermodinamico, estase asociaal establecimiento
del equilibrio entre los estados no plegados y parcialmente plegados,
y la proteina nativa o funcional (Sanchez-Ruiz, 2010). Esta dada por la
diferencia entre la energia libre del estado desplegado y la del estado
plegado. La estructura es estable cuando la diferencia es mayor que
cero (Figura 14.1). La temperatura a la cual esta diferencia se hace igual
a cero se le denomina temperatura de fusion, y sirve como pardmetro
para estimar la estabilidad térmica de la proteina. Los organismos
termofilicos e hipertermoéfilos, por ejemplo, se caracterizan porque
la estabilidad térmica de sus proteinas es elevada, lo que les permite
sobrevivir en condiciones extremas (Uversky, 2007). Por su parte, la
estabilidad cinética, esta relacionada con una alta barrera de energia
de Gibbs que separa el estado nativo de las formas no funcionales,
estados desplegados o proteinas irreversiblemente desnaturalizadas
(Sanchez-Ruiz, 2010).
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Energia Libre

Figura 14.1. Cambios en la energia libre entre el estado plegado y desplegado. D:
desplegado; I*: Intermediario y P: plegado.

Las mutaciones pueden interferir con la estabilidad estructural
de las proteinas, produciendo en algunos casos su precipitacion y
favoreciendo la aparicion de ciertas enfermedades (Khan y Vihinen,
2010). Un ejemplo de ello, es la amiloidosis asociada a la proteina
transtiretina, la cual transporta tiroxina y retinol y estd formada por
cuatro mondmeros idénticos (proteina homotetramérica) dispuestos
alrededor de un canal central que corresponde al sitio de unién. La
desestabilizacidén de su conformacion nativa, producida generalmente
por mutaciones especificas, produce la disociacién del tetramero
y la subsecuente formacién de fibras amiloides que se precipitan
y afectan el funcionamiento de los diferentes d6rganos y tejidos.
Las manifestaciones pueden ser neuroldgicas, endocrinoldgicas,
cardiovasculares, respiratorias, dérmicas, hematoldgicas, musculo-
esqueléticas, digestivas y renales (Figura 14.2) (Gales et al., 2008).
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Mondémero Precursor
nativo monomérico

Tetramero Fibra
nativo amiloide

Figura 14.2. Esquema de la amiloidosis asociada a la proteina transtiretina.

Por otra parte, los efectos de altas presiones en la estabilidad de las
proteinas pueden ser explicados por principios termodindmicos.
Presiones superiores a los 400 MPa pueden desnaturalizar a las
proteinas, mientras que la exposicidn a otras moderadamente altas,
de aproximadamente 200 MPa, a menudo solo afectan su estructura
cuaternaria, conduciendo a la disociacion de proteinas oligoméricas
(Aertsen et al., 2009).

Ademads, las interacciones entre los ligandos y las proteinas
usualmente inducen cambios en la estabilidad térmica de Ia
proteina con modificaciones en el punto medio de la temperatura
de desnaturalizacién, entalpia de despliegue, y capacidad calorifica.
Estas modificaciones se deben al acoplamiento entre el despliegue
y el equilibrio de enlace. Es por ello que la interaccién de proteinas
con pequefios ligandos a menudo tiene lugar con un incremento de
la termostabilidad de la proteina, debido al acoplamiento del enlace
con el equilibrio de despliegue (Celej et al., 2003). No obstante, la
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estabilidad de las proteinas depende mayormente de la temperatura,
presion, capacidad de hidratacion y propiedades de los solventes.
Las tasas de plegamiento de proteinas son sensibles a cambios en las
condiciones del sistema. Las reacciones de plegamiento generalmente
exhiben entalpias de activacion de 10-20 kJ/mol, lo cual corresponde
a una sensibilidad a la temperatura del 1 al 3% por grado Celsius (°C)
(Maxwell et al., 2005).

La estabilidad de las proteinas pueden tener consecuencias severas
conduciendo a la apariciéon de ciertas enfermedades (Scharnagl et
al., 2005). Esta ademas, puede variar con respecto a los cambios
termodinamicos, asi como a las condiciones quimicas de los solventes.
En la Figura 14.3 se observan las variaciones en la estabilidad de las
proteinas respecto a cambios en la temperatura y la presion.

P4 Proteina

desnaturalizada

Nativa

N—

Figura 14.3. Diagrama cualitativo de la estabilidad de las proteinas de acuerdo a
variaciones en la temperatura y presion. Adaptado de Smeller, 2002.
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FLEXIBILIDAD DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son moléculas dindmicas con flexibilidad inherente,
y sus movimientos son esenciales para su funcionamiento. Aunque
las proteinas con estructura similar son susceptibles a tener la
misma funcion, pequefias diferencias entre sus estructuras expresan
variaciones en cuanto a su especificidad y regulacion. En el caso de
las enzimas, es ampliamente aceptado que las regiones de bucle
tienen un papel critico. La flexibilidad de los bucles permite el correcto
posicionamiento de los residuos cataliticos. Un clasico ejemplo es la
enzima triosafosfato isomerasa, en la cual el bucle actia como una
tapa rigida que cierra el sitio de unién tras el acoplamiento con el
ligando (Gunasekaran et al., 2007).

La flexibilidad de las proteinas es crucial para todos los procesos
celulares, debido a que los movimientos de la proteina son requeridos
para muchas de sus funciones: plegamiento, ensamble, reacciones de
catalisis de las enzimas, enlace al sustrato o desorcién del producto,
cambios entre las conformaciones activas e inactivas dadas por un
agonista, antagonista o enlace ligando alostérico, transporte alrededor
de las membranas y canales, entre otros. Los movimientos en las
macromoléculas pueden ocurrir en intervalos de tiempo que van de
picosegundos a horas (Miteva et al., 2011).

La estructura cristalografica determinada a través de diferentes
condiciones de cristalizacién o estados de oligomerizacién a menudo
proporciona una valiosa idea sobre los rearreglos conformacionales.
Sin embargo, la estructura cristalina representa solo la conformacién
promedio bajo ciertas condiciones experimentales. Métodos tales
como la espectroscopia RMN, el intercambio hidrégeno-deuterio,
la cristalografia de rayos X, la espectroscopia de fluorescencia y la
dispersion inelastica de neutrones, han proporcionado informacion
importante sobre la movilidad de la estructura de las proteinas.
Asimismo, los enfoques computacionales basados en funciones de
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potencial quimico derivados empiricamente, tales como dindmica
moleculary analisis en modo normal también aportan al entendimiento
de la relacion entre la estructura proteica y la dinamica a nivel atdmico
(Grant et al., 2010).

Una consecuencia intrinseca de la diversidad conformacional es que
esta proporciona un mecanismo para la diversidad a nivel de la proteina
individual. Una proteina que adopta diferentes conformaciones podria,
en principio ejercer varias funciones diferentes. Un nimero significativo
de proteinas que exhiben multiples actividades han sido identificadas.
Ejemplo de estos son los anticuerpos conformacionalmente diversos
SPE7. Dos conformaciones diferentes de SPE7 permiten su enlace con
antigenos no relacionados, la primera enlazada a dinitrofenol (DNP) y la
segunda tiene una superficie que enlaza promiscuamente un antigeno
de la proteina (Figura 14.4) (James y Tawfik, 2003).

Conformacion 1 Conformacion 2

Antigeno 1 Antigeno 2

&

&

/ AN

Figura 14.4. Mecanismo de union de SPE7 con antigenos no relacionados.
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La funcién de las proteinas estd intimamente ligada a su flexibilidad.
Por ejemplo, lainteraccidn entre una proteina y otra molécula pequefia
requiere en muchos casos que la proteina sea capaz de cambiar su
conformacién (Teilum et al., 2011), debido a que durante el proceso
de asociacién, las moléculas interaccionantes deben adaptarse unas
a otras, requiriendo cierto grado de adaptacion conformacional
(Zacharias et al., 2010). Entendido de esta manera, el reconocimiento
de una proteina por un ligando es un evento dindmico en el cual ambos,
la proteina y el ligando, cambian conformacionalmente con el fin de
maximizar la energia total libre durante la asociacion (Erickson et al.,
2003). Este puede ser muy pequefio, involucrando solo un re-arreglo de
unas pocas cadenas laterales de aminoacidos, o grande, involucrando
el plegamiento de toda la proteina (Teilum et al., 2011), incluso
permitiendo la apertura de nuevos sitios de unidon también llamados
bolsillos criticos o trascendentes, que no pueden ser detectables en
una estructura rigida.

Los sitios de unién también pueden cambiar sus tamafios y formas
de enlace. De acuerdo con el modelo de seleccién conformacional,
varias conformaciones rapidamente interconvertidas de una proteina
no enlazada, pueden alcanzar un complejo enlazante con un sitio de
unién mas ajustado a las caracteristicas del ligando. Entonces, basados
en este modelo, la forma del sitio de unién y su tamafio dependen
en cierta medida de la estructura del ligando. Por lo tanto, el sitio de
unién no debe ser analizado independientemente del ligando. Esta
informacion puede ser obtenida por andlisis experimentales o enfoques
computacionales, tales como simulaciones de dinamica molecular,
aproximacion de graficas tedricas o analisis de modos normales (Nisius
et al., 2012).

Muchos procesos bioquimicos dependen de interacciones especificas
entre las proteinas receptoras y los ligandos, cofactores, hormonas y
farmacos. El conocimiento de las interacciones atomicas involucradas
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es util para el entendimiento de procesos naturales y el desarrollo
de nuevas terapias, pero la dilucidacion de estructuras de complejos
experimentalmente determinadas puede ser complicada y consumir
mucho tiempo y dinero. Debido a esto, una variedad de programas
han sido desarrollados para acoplar receptores y ligandos con diversos
niveles de detalle (Davis et al., 2009).

La dinamica de las proteinas juega un importante rol en la
funcién, debido a que su flexibilidad es critica para el proceso de
reconocimiento molecular (Koglin et al., 2006). Tal es el caso de los
cambios conformacionales en las hélices transmembrana, en los bucles
intracelulares y extracelulares de receptores acoplados proteina G
(GPCRS), tras su activacién por la union a ligandos. El entendimiento
de los cambios conformacionales en GPCRS que permiten la activacion
es imperativo en el desciframiento del rol de estos receptores en la
patologia de enfermedades. Debido a que su estructura cristalina no
estd aun disponible, métodos computacionales y técnicas biofisicas
han sido usados para predecir los estados de activacion de GPCR
(Bhattacharya et al., 2008).

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

Las proteinas son sintetizadas como cadenas polipeptidicas, las cuales
son plegadas después de su sintesis con el fin de volverse activas.
Christian Anfinsen descubrié que la fuerza impulsora de ese proceso
de plegamiento es el gradiente de energia libre y la busqueda de los
minimos de energia libre, proporcionando la estructura tridimensional
mas estable (Anfinsen, 1973). La mayoria de los métodos para predecir
la estructura se basan, no obstante, en encontrar la estructura que
tiene el minimo de entalpia en vez del minimo de energia libre, debido
a que la primera puede ser determinada con mas confiabilidad, y la
estructura con minima entalpia generalmente tiene la minima energia
libre (Baldwin, 2007).
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El plegamiento de proteinas es un fendmeno cooperativo en el que
coexisten en cantidades apreciables solo especies completamente
plegadas, mientras que la concentracion de formas parcialmente
plegadas es insignificante. Las moléculas de agua y las chaperonas
moleculares ayudan eficientemente al proceso de plegamiento de
proteinas. En cuanto disminuye la energia de activacién entre varios
minimos locales suavizando la grafica de energia libre, las proteinas mal
plegadas son liberadas de las trampas conformacionales (cavidades
profundas en la grafica de energia libre que no corresponden a un
minimo global) y estabilizan su estructura nativa. Finalmente, el agua
y las chaperonas pueden ayudar a la convergencia de los multiples
panoramas energéticos que ocurren en este proceso (Kovdcs et al.,
2005).

EVOLUCION DIVERGENTE Y CONVERGENTE

Las estructuras de las proteinas evolucionan a través de una
combinacion de mecanismos que incluyen la duplicacién genética
seguida de mutacion y seleccién. Los mecanismos mdas comunes
para el cambio de plegamiento de proteinas incluyen la insercidn, la
delecién, la sustitucién de elementos de la estructura secundaria, y la
permutacion circular, entre otros (Kinch y Grishin, 2002).

Las proteinas que divergieron de un ancestro comun preservaran
elementos de su herencia en términos de funcién, estructura y
secuencia. Debido a que las estructuras terciarias son relativamente
robustas a las perturbaciones en la secuencia, el plegamiento de las
proteinas estd bien conservado y evoluciona mucho mas lentamente
que las secuencias de aminodacidos. Sin embargo, el plegamiento
molecular es mucho mas susceptible a una convergencia evolutiva que
las secuencias de aminoacidos (Theobald y Wuttke, 2005). No obstante,
la reciente explosion de informacion de la secuencia y la estructura
acompanada del desarrollo de poderosos métodos computacionales,
permite la recoleccion de ejemplos de proteinas homdlogas con
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estructuras globales diferentes. La significativa conservacién de la
secuencia, semejanzas en la estructura local, y similitud funcional
indican cercania evolutiva fuerte entre las proteinas, a pesar de sus
pronunciadas diferencias estructurales a nivel de plegamiento (Grishin,
2001).

La homologia, o semejanza (equivalencia) de proteinas debido a
un ancestro comun, a menudo se infiere a partir de similitudes en
la secuencia o en las estructuras de las proteinas, debido a que
la trayectoria evolutiva de la estructura primaria de las proteinas
influye en el desarrollo del fenotipo proteico (Colwell, 2015). Muchas
estrategias han sido desarrolladas para detectar esas similitudes. De
estos métodos, el perfil de la secuencia basado en algoritmos como
el PSI-BLAST (herramienta de busqueda de posicidon especifica de
la alineacion basica local) (Figura 14.5) y los algoritmos basados en
modelos ocultos de Markov como son HMMER, permiten determinar
el grado de homologia entre secuencias de proteinas.

Similitudes sustanciales en la estructura tridimensional pueden
existir en ausencia de una identidad de secuencia significativa. Sin
embargo, debido a que plegamientos similares pueden ocurrir de
manera independiente en la evolucion, la similitud estructural sola no
proporciona suficiente evidencia de ancestros comunes. Por lo cual,
la evaluacion de la relacion evolutiva debe incluir consideraciones
adicionales, como la similitud de la funcién molecular, retencion de
caracteristicas estructurales inusuales, organizacion de dominios
comunes o0 una combinacién de estas caracteristicas (Kinch y Grishin,
2002).
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DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

Las proteinas desnaturalizadas son aquellas que tienen esencialmente
toda su estructura tridimensional desorganizada (Levinthal, 1968), a la
cual se le denomina ovillo aleatorio o en inglés random coil. El proceso
de desnaturalizacién conlleva a la pérdida de actividad bioldgica y es
usualmente seguida por coagulacién, un proceso en el cual la proteina
desnaturalizada tiende a formar un largo agregado y a precipitarse en
la solucion (Figura 14.6).
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Desnaturalizacion
(pérdida de la actividad biologica)

Proteina desnaturalizada

Proteina normal

Figura 14.6. Desnaturalizacion de proteinas.

La entropia conformacional del plegado corresponde a la disminucién
gue ocurre desde un estado totalmente aleatorio, pasando por una
multitud de conformaciones de ovillo aleatorio, hasta una Unica
estructura plegada. La energia libre es representada por la ecuacion
14.1.

Ecuacion 14.1: AG=AH-TAS

Donde AG es el cambio en la energia libre de un sistema o energia de
Gibbs, AH corresponde a cambios en la entalpia, T es la temperatura
absoluta y AS hace referencia a cambios en la entropia. Dicha ecuacién
demuestra que el AS negativo realiza una contribucién positiva a
AG. Es decir, el cambio de entropia conformacional se opone al
plegamiento. Por ello, el AG global, que debe ser negativo, se debe a
gue AH es negativo y grande. La fuente de AH negativo es el cimulo de
interacciones favorables energéticamente que se dan en el interior del
glébulo proteico, interacciones que suelen ser no covalentes. Por tanto,
el plegamiento procede de un estado desordenado a conformaciones
cada vez mas estructuradas correspondientes a niveles de energia mas
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bajos (Ferreira y Felice, 2001), en donde la entropia y la entalpia del
sistema compiten y la temperatura también tiene un papel importante.

La termodindmica estadistica proporciona un poderoso marco tedrico
para analizar, entender y predecir las propiedades conformacionales
de las biomoléculas. Sin embargo, la biologia no siempre tiene una
relacidon confiable con la termodinamica por las diferencias presentes
entre lo simple de los procesos fisicos tradicionalmente descritos por la
termodinamica y los complejos procesos que ocurren en biologia. Los
sistemas simples encuentran el equilibrio rdpidamente, a diferencia
de los sistemas vivos, los cuales en algunos casos incluso involucran
estados de orden creciente, tales como los que se presentan en el
proceso de division celular (Lazaridis y Karplus, 2003).

Las proteinas pueden ser desnaturalizadas por diferentes factores
quimicos vy fisicos. Ciertos reactivos como la urea y el hidrocloruro de
guanidina desnaturalizan las proteinas por la formacién de enlaces
de hidrégeno con los grupos presentes en las cadenas laterales, los
cuales son mas fuertes que los enlaces de hidrégeno formados entre
los grupos. En presencia de urea se forma un complejo urea-proteina
gue desnaturaliza la proteina, pero esta no puede flocular o agregarse
debido a la accidn dispersiva de la urea (Clark, 1943). Los detergentes,
como el dodecil sulfato de sodio, desnaturalizan las proteinas por
asociacién con los grupos no polares de las mismas, interfiriendo con
las interacciones hidrofébicas normales. Los solventes orgdnicos como
los alcoholes de acetona desnaturalizan las proteinas por disrupcion
de las interacciones hidrofébicas. Los cambios de pH desnaturalizan
la proteina debido a que cambian las cargas de muchas de las
cadenas laterales, interrumpiendo las atracciones electrostaticas y los
puentes de hidrégeno. Asimismo, las proteinas también pueden ser
desnaturalizadas por calor, el cual incrementa el movimiento molecular,
distorsionando las fuerzas de atraccion (Chauhan, 2008).
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INTERRUPTORES CONFORMACIONALES DE LAS PROTEINAS

Una de las caracteristicas mds excepcionales de la vida es el alto
grado de control ejercido por muchos de sus procesos bioquimicos.
Los cambios conformacionales y la dindmica de las proteinas son de
crucial importancia para muchas funciones. La relacién intima entre
estructura y dindmica permite la comunicacién y el control entre estos
procesos. Sin embargo, usualmente involucran movimientos complejos
de residuos (Sagermann, 2008).

Los interruptores conformacionales aparecen con frecuencia en la
naturaleza y a menudo regulan procesos biolédgicos. Estos pueden
tomar muchas formas, algunos involucran una transicién de un
estado ordenado a otro desordenado, en donde la transicion puede
involucrar toda la proteina o una porcién de la misma, en otros
casos es un interruptor entre distintas conformaciones ordenadas, o
incluso involucrados en un cambio en el estado de oligomerizacién
(Ambroggio et al., 2006). Por otra parte, los interruptores proteicos se
definen como una fusién de dos 0 mas proteinas individuales creando
una funcién Unica que es regulada por una seial externa (Roda, 2010).

Generalmente, los miembros de la familia de las GTPasas actuan como
interruptores moleculares, pasando del estado inactivo (union GDP;
guanosina difosfato) al activo (unidon GTP; guanosina-5’-trifosfato)
(Kosloff y Selinger, 2003). Un ejemplo de ello son las proteinas G, las
cuales juegan un papel importante en una gran variedad de procesos
celulares tales como proliferacién celular, transduccidon de sefiales y
sintesis de proteinas. Estas proteinas son activadas cuando se enlazan
a GTP y se inactivan cuando se unen a GDP, debido a los cambios
conformacionales que sufre la proteina (Bartish y Nygard, 2008).
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CAPITULO 15. AMBIENTE QUiMICO DE PROTEINAS

El ambiente quimico de las proteinas, determina parte de sus
propiedades. Es decir, las condiciones locales como el tipo de disolvente,
la viscosidad, la concentracion y propiedades del microambiente
celular tienen la capacidad de modular la conformacién de estas
macromoléculas. Las proteinas puedensufrircambiosconformacionales
a través de sus diferentes estados termodinamicos cuando las
condiciones de solvatacién o pH sufren modificaciones (O’Brien et al.,
2011). Asimismo, el ambiente fisico-quimico de proteinas juega un
papel importante en el mantenimiento de su estabilidad. Por tanto,
un cambio en dicho ambiente puede causar la desnaturalizacion de
proteinas (Fersht, 1999).

Las interacciones con las moléculas de agua, por ejemplo, determinan
de cierto modo cémo se pliega la cadena de polipéptidos. Los
aminoacidos no polares tienden a evitar el agua. Por el contrario, los
residuos polares tratan de estar cerca del disolvente acuoso. Asi, en
el caso de las proteinas solubles, se forma un corazén hidréfobo en el
centro de la estructura terciaria, mientras que los grupos polares son
abundantes en la superficie. En el caso de proteinas transmembrana,
mayoritariamente formadas por hélices a, losaminoacidos hidrofébicos
se encuentran en el interior de la bicapa, y las regiones hidrofilicas
guedan expuestas a ambos lados de la membrana hacia el medio
acuoso (Eilers et al., 2002).
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La elucidacion de la dinamica y ambiente quimico de proteinas dentro
de las células vivas es critico para el entendimiento de los mecanismos
biomoleculares de las funciones celulares (Borra et al., 2012). Sin
embargo, el ambiente quimico de las proteinas es bastante complejo,
por lo tanto al usar el enfoque computacional, es preferible utilizar
moléculas orgdnicas andlogas a los grupos funcionales que constituyen
las biomoléculas. Las interacciones en fase gaseosa pueden ser
simuladas por cédlculos de mecénica cuantica de alto nivel, con un costo
computacional aceptable para pequefias moléculas, y constituyen
una aproximacion a la realidad. Por su parte, las interacciones en
ambientes de fase condensada pueden ser inferidas de propiedades
termodinamicas, dieléctricas y de transporte, disponibles para muchos
materiales organicos (Harder et al., 2008). El ambiente quimico local
de las proteinas también puede ser estudiado haciendo uso de
compuestos quimicos fluorescentes o fluoréforos, escogiéndolos de
acuerdo a su sensibilidad al pH, concentraciones de ion calcio u otras
caracteristicas, de acuerdo a la propiedad que se desee medir (Claridge
etal., 2011).

INFLUENCIA DE LAS SALES SOBRE LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

El impacto significativo de las sales en la estabilidad y actividad de
las biomoléculas ha sido muy estudiado a través de las interacciones
electrostaticas (Date et al., 2012). Estas afectan varias propiedades
proteicas, tales como la estructura, la solubilidad y la estabilidad de las
proteinas, Util en el proceso de cristalizacién y separacién de proteinas.
Desde el descubrimiento del poder relativo de aniones y cationes
en la solubilidad de las proteinas por Franz Hofmeister en 1888, se
sabe que la propensién de las sales para inducir la precipitacion de
las proteinas es especifica para algunos iones, y se conoce como serie
de Hofmeister, o serie liotrépica. En la serie de Hofmeister los iones
se clasifican desde los mds pequenos, fuertemente hidratados, a los
grandes menos hidratados, como se muestra a continuacion:
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5042‘ > HPO42‘ >Cl > NO, > CIO4‘
NH4+ > K*> Na* > Li* > Mg* > Ca*

La serie de Hofmeister se observd mas tarde en muchos fendmenos
fisico-quimicos que van desde polimeros y coloides a sistemas
bioldgicos. Porejemplo, cuando el pH es mayor que el puntoisoeléctrico
(pi) de la proteina -pH en el que el aminodcido no presenta carga
neta, es decir, cuando las concentraciones de especies protonadas
y desprotonadas se igualan-, el efecto de aniones en la desalacién
sigue la serie de Hofmeister directa, mientras que si el pH estd por
debajo del valor numérico pi se observa la serie invertida. De hecho,
un efecto anion especifico ha sido reportado en la agregacion in vitro
de varias proteinas amiloidogénicas una clase importante de proteinas
implicadas en enfermedades neurodegenerativas humanas, tales
como Alzheimer, Parkinson, Huntington y las enfermedades pridnicas
(Arosio et al., 2012).

CONDICIONES REDOX

La transferencia bioldgica de electrones es realizada por proteinas, que
contienen cofactores especializados para controlar el comportamiento
redox, importante para la generacion de energia en los organismos,
tales como el proceso de fotosintesis y respiracién celular (Crowley y
Carrondo, 2004). Algunas proteinastambién puedentenerinterruptores
moleculares regulados por reacciones redox. Por ejemplo, la mayoria
de las integrinas contienen interruptores encendido/apagado, on/
off, que regulan el enlace de ligandos. Varios reportes han mostrado
qgue los agentes reductores, como el ditiotreitol, pueden llevar a las
integrinas a la posicion “encendido”, on. El interruptor redox del
dominio extracelular en la integrina plaquetaria a,, B, ha sido el mejor
caracterizado. El ditiotreitol se une a dos enlaces disulfuro en el dominio
rico en cisteina de o, B,, el cual causa cambios conformacionales en
ambas de sus subunidades permitiendo la exposicidon de los sitios de
unidn a ligando (Hogg, 2003).
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El plegamiento global, la tasa de dimerizacion y el rendimiento final
de replegamiento también pueden verse afectados por el ambiente
redox. En el caso del plegamiento de la proteina BMP-2, se incrementa
considerablemente bajo condiciones oxidantes. Sin embargo, en
condiciones fuertemente oxidantes, la dimerizacion general y el
plegamiento se ralentiza, favoreciendo la formacion de intermediarios
y especies mal plegadas (Vallejo y Rinas, 2011).

pH

El plegamiento o desnaturalizacién de proteinas también puede
iniciarse como consecuencia de un cambio en el pH. Aunque una serie
de estudios experimentales han informado de la dependencia del
pH en la estabilidad de proteinas, hay muy pocos enfoques tedricos
gue aborden los aspectos termodinamicos pH-dependientes del
plegamiento. Sin embargo, las simulaciones de dindmica molecular
pueden ser utilizadas para modelar los efectos dependientes del pH
en el plegamiento de proteinas (O’Brien et al., 2011). De hecho, las
encefalopatias espongiformes transmisibles, o enfermedades por
priones, son causadas por el mal plegamiento y la agregacién de la
proteina pridnica (PrP). La conversion de la forma celular normal (PrPc)
o recombinante PrP (RecPrP) a una forma mal plegada es sensible al
pH, de tal modo que el mal plegamiento y la agregacién ocurre mas
facilmente a pH bajo (van der Kamp y Daggett, 2010).

ESTABILIZACION DE LA ESTRUCTURA POR METALES

La presencia de cadenas laterales no enlazantes de aminoacidos cerca
del centro de uniéon a metal en el polipéptido puede proporcionar
interacciones especiales que dan como resultado un aumento en
la estabilidad de la especie formada, debido a que los metales,
contribuyen a la estabilidad y la flexibilidad funcional de muchas
proteinas. Ademds, estas interacciones pueden desempefiar un
papel crucial en la generacion de estructuras particulares de estas
macromoléculas e influir en su actividad bioldgica (Janicka-Klos et al.,
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2013). De hecho, se ha estimado que al menos un tercio de todas las
proteinas requieren un cofactor de idn metalico para su funcion.

En condiciones fisioldgicas los metales mas comunes unidos a proteinas
son Na*, K*, Mg*?, Ca*?, Zn*2, Mn*?, Ni*?, Cu*/Cu*?, Fe*?/Fe**y Co*?/Co*.
Estos metales fueron seleccionados de manera temprana durante la
evolucion de proteinas debido a su abundancia relativamente alta
en la naturaleza. Dependiendo de las caracteristicas del idn metdlico
(radio idnico, dureza, carga, cinética de intercambio del ligando,
etc.), cada elemento inorgdnico tiene funciones especificas: Na* y
K*, cuya unién a ligandos organicos es débil, se utilizan para generar
gradientes idnicos a través de las membranas y para el mantenimiento
del equilibrio osmético; Mg* y Ca*?, con fuerza intermedia de union
a ligandos orgénicos, tienen funciones estructurales y también sirven
como portadores de carga (particularmente el Ca*?, tiene un papel
importante como iniciador para la transmisién de la sefial); Zn*? juega
un papel estructural, utilizado como un acido de Lewis en muchas
reacciones bioldgicas, tales como la catélisis enzimatica; Cu*?/Cu*y Fe*3/
Fe*?, se unen fuertemente a ligandos organicos y tienen dos estados
de oxidacion accesibles, por lo cual participan en muchas reacciones
redox y también desempefian un papel fundamental en el transporte
de oxigeno. Sin embargo, la regulacion estricta del trafico de los iones
metalicos antes mencionados es necesaria, ya que las concentraciones
excesivas o un desequilibrio de uno o mas de estos iones metalicos
pueden ser perjudiciales para los organismos (Grasso y Spoto, 2013).

HIDRATACION

Las moléculas de agua ejercen una profunda influencia en la
conformaciéon de las proteinas a través de las interacciones con los
aminodcidos. En estos biopolimeros, el agua llena las grietas entre
los aminoacidos, lo cual sirve como una pantalla para las fuerzas
de repulsion y facilita el movimiento de las cadenas laterales y del
esqueleto polipeptidico (Boonyaratanakornkit et al., 2002).
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COFACTORES

Los cofactores son compuestos quimicos no proteicos que se unen a
las proteinas, necesarios para el desarrollo de su actividad biolégica
(Bollen et al., 2012). Algunos de los cofactores mas comunes aparecen
a continuacion (Figura 15.1), clasificados de acuerdo a su funcién.

Transferencia de

Polimerizacion subestructuras

Formacion de

Movilidad
enlaces

Ortoquinonas
Redox

TP7 PTE/PGD/MGD

F43

Figure 15.1. Cofactores mdas comunes. ASC, ascorbato; B12, vitamina B12; BTN,
biotina; COA, coenzima A; COM, coenzima M; DPM, dipirrometano; F43, factor
430; FAD, dinucleétido adenina flavina; FMN, mononucledtido flavina; GSH,
glutation; H4B, tetrahidrobiopterina; HEA, hemo A; HEC, hemo C; LPA, acido lipoico;
MGD, dinucleétido molibdopterina guanina; MHF, acido félico, MDO, 4-cofactor
metilidenoimidazol-5-ona; MQ7, menaquinona 7; NAD, dinucledtido nicotinamida
adenina; NAP, dinucledétido nicotinamida adenina fosfato; PGD, dinucledtido
piranopterin guanina; PLP, piridoxal-5'-fosfato; PNS, 4'-fosfopanteteina; PQQ,
pirroloquinolina quinona; PTE, cofactor tungstopterina; SAM, S-adenosilmetionina;
SRM, sirohemo; THF, 4cido tetrahidrofélico; TP7, coenzima B; TPQ, topaquinona;
TPP, tiamina difosfato; U10, ubiquinona 10, coenzima Q, (Fischer et al., 2010).
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INTERACCIONES PROTEINA-LIGANDO

Los sitios de unién de proteinas son médulos que interactian con
otras macromoléculas, y pequefios ligandos. Estas interacciones son
responsables de la formacidon de complejos de proteinas, asi como
de la regulacion de diversas vias bioldgicas (Halperin et al., 2003). La
naturaleza de los sitios de unién se caracteriza por ser generalmente
de tipo hidrofébico, con un nimero mayor de residuos con grupos de
esta naturaleza expuestos en su superficie y con grandes pero variables
extensiones de area superficial apolar (Halperin et al., 2003).

Puesto que las proteinas son capaces de interaccionar con un
amplio rango de moléculas, los sitios de unién son muy diversos:
El sitio activo de una enzima es a menudo caracterizado por una
hendidura particularmente grande y profunda. Mientras que
las interfaces proteina-proteina son usualmente planas y poco
estructuradas. Ademas, el sitio de union de las enzimas puede variar
significativamente. Por ejemplo, el sitio de unién de la endonucleasa
es una cavidad esférica que contiene un ligando profundamente
oculto, mientras que el sitio de unién de la ribonucleasa es una ranura
elongada que contiene un ligando en un lugar expuesto. Para los sitios
de unién de enzimas, las cavidades mas largas son a menudo el sitio
activo. Ademas, las proteinas grandes pueden tener mas de un sitio
activo.

Los sitios de unién que involucran interacciones proteina-ligando
son caracterizados por la presencia de regiones pequefias y otras
areas con una gran estabilidad estructural. Entonces, estos sitios de
union exhiben un cardcter dual. La parte estable del sitio usualmente
contiene residuos involucrados en las interacciones requeridas para
un arreglo estereoquimico bien definido, por ejemplo, puentes de
hidrogeno. En contraste, la parte flexible del sitio de union permite
un ajuste de la forma del mismo para asegurar un buen acoplamiento
y la acomodacidén de ligandos estructuralmente diferentes. Ademas,
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las regiones de baja estabilidad han sido propuestas como cruciales
en la transmision de informacién de un sitio de uniéon alostérico a un
sitio de unidn catalitico. Por tanto, la forma y el tamafio del sitio de
union al ligando son determinantes para reconocerlo. Sin embargo,
la complementariedad geométrica no es suficiente para el pleno
reconocimiento molecular. Adicionalmente, una complementariedad
fisico-quimica, que permita las interacciones electrostaticas proteina-
ligando, también es importante. Por ejemplo, se ha demostrado
gue algunos aminodcidos especificos, tales como arginina, histidina,
triptéfano y tirosina, aparecen con mayor frecuencia en el sitio de
union de las proteinas que en el resto de la misma, sin embargo
la composicion aminoacidica del bolsillo enlazante puede variar
considerablemente de una proteina a otra (Nisius et al., 2012).
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GLOSARIO

ADN (acido desoxirribonucleico): Molécula que codifica la informacién
genética, formada por una doble cadena mantenida mediante enlaces
débiles entre pares de nucledtidos. Los cuatro nucledtidos del ADN
contienen las bases: adenina (A), guanina (G), citosina (C), y timina (T).

Algoritmo: Secuencia légica de pasos con los que se puede completar
una tarea.

Alineamiento de secuencias: Comparacién lineal de secuencias
aminoacidicas (o de acidos nucleicos) en la que se introducen
intersecciones para hacer que las posiciones equivalentes en
las secuencias adyacentes se situen en el registro correcto. Los
alineamientos son la base de los métodos de analisis de secuenciay se
emplean para resaltar la presencia de motivos conservados.

ARN (acido ribonucleico): Molécula quimicamente similar al ADN que
desempeiia un papel central en la sintesis de proteinas. Hay varios
tipos de moléculas de ARN como el ARN mensajero (ARNm), el ARN de
transferencia (ARNt), el ARN ribosémico (ARNr) y otros ARN pequeiios,
cada uno con funciones diferentes.

ARNm: Tipo de ARN llamado mensajero. Su funcién principal es
transportar las secuencias de nucledtidos del ADN del nucleo y
llevarlas a los ribosomas, en donde son transformadas en cadenas de
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aminoacidos por el ARN ribosomal y de transferencia, con la ayuda de
ciertas enzimas especiales.

ARNt: EI ARN de transferencia es el encargado de establecer las
correspondencias entre tripletes de &acidos nucleicos del ARNm
(codones) y los aminodcidos, ya que son capaces de unirse por un lado
a los aminoacidos y por otro a los codones.

ATP (Adenosina trifosfato): Molécula que facilita el intercambio de
energia en los procesos celulares. Esta es rica en energia porque su
componentetrifosfatocontiene dosenlacesanhidridofosférico. Cuando
el ATP se hidroliza hasta adenosina difosfato (ADP) y ortofosfato (P) o
cuando se hidroliza hasta adenosina monofosfato (AMP) y pirofosfato
(pp,), se desprende una gran cantidad de energia libre.

Bioinformatica: Aplicacién de técnicas computacionales a la gestion y
andlisis de la informacion bioldgica.

Biomoléculas: Compuestos que integran los seres vivos, siendo la mas
importante el agua. También incluyen azucares, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y algunos iones como el Na*, Ky CI.

Catalizador: Sustancia que participa en las reacciones quimicas
aumentando la velocidad de la reaccién, quedando intacto al final de
la misma.

Dominio: Unidad funcional auténoma de plegado de una proteina.
Puede retirarse, funcionar y existir de forma independiente al resto de
la proteina.

Enzima: Proteina que actla como catalizador, acelerando la velocidad a
la que se produce una reaccidn bioquimica, pero sin alterar la direccion
o naturaleza de la misma.

Fenotipo: Manifestacion o aparicién en un individuo de caracteristicas
de tipo fisica, fisiolégica, bioquimica o conductual.
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Gen: Es la unidad fisica y funcional fundamental de la herencia. Un gen
es una secuencia ordenada de nucleétidos, localizados en una posiciéon
concreta en un cromosoma particular, que codifica un producto
funcional especifico, es decir, una proteina o una molécula de ARN.

Genoma: Todo el material genético de los cromosomas de cierto
organismo, su tamafo suele darse como numero total de pares de
bases.

Grupo prostético: Sustancia no aminoacidica que se encuentra
asociada con las proteinas y generalmente corresponde a una molécula
pequefa.

GTP: La guanosina-5'-trifosfato es uno de los nucleétidos trifosfatos
usados en el metabolismo celular cuya base nitrogenada es la purina
guanina. Participa en gran cantidad de rutas de sefalizacion en las que
actua como activador de sustratos en reacciones metabdlicas y sirve
como biomolécula energética dentro de la célula.

Homologia: En sentido estricto, se refiere a la situacién en donde las
secuencias de proteinas o acidos nucleicos son similares porque tienen
un origen evolutivo comun.

Intrén: Secuencia de bases de ADN que interrumpe la secuencia
codificante de proteina de un gen; estas secuencias se transcriben
en ARN pero son eliminadas del mensaje antes que sea traducido a
proteina.

Isdbmeros: Moléculas que tienen férmula molecular idéntica, pero
diferente férmula estructural. En los isdmeros constitucionales los
atomos estan conectados en diferente secuencia, mientras que en los
esteroisomeros tienen la misma conectividad, pero diferente arreglo
espacial.
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Motivo: Serie consecutiva de aminoacidos en una secuencia proteica
cuyo caracter general se repite o estd conservado en todas las
secuencias de un alineamiento multiple, en una posicién concreta. Los
motivos tienen interés porque pueden corresponderse con elementos
estructurales o funcionales dentro de las secuencias que caracterizan.

pKa: Corresponde al logaritmo negativo de la constante de disociaciéon
de un acido débil e indica la fuerza que tienen las moléculas de
disociarse, entre menor sea su valor, mas fuerte es el acido.

Polimeros: Moléculas largas constituidas por pequefias moléculas
denominadas mondmeros. Ejemplos de ellos son el ADN, las proteinas
y la celulosa.

Protooncogén: Secuencias de ADN responsables de funciones
esenciales en las células sanas, que al mutar se transforman en
oncogenes que contribuyen al desarrollo de céncer.

Regiones o secuencias reguladoras: Secuencias bdasicas de ADN que
controlan la expresidn génica.

Resolucion: Amplitud con la que objetos estrechamente yuxtapuestos
pueden distinguirse como entes separados.

Traduccion: Proceso en el que el cédigo genético portado en el ARNm
dirige la sintesis de proteinas a partir de los aminodcidos.

Transcripcion: Sintesis de una copia de ARN mensajero a partir de una
secuencia de ADN, es la primera etapa de la expresidn génica.
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