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CAPITULO 1.

INTRODUCCION.

El objetivo dec este trabajo consiste en estudiar las caracteristicas
estructurales de la glicoproteina acida «i1 de plasma humano {(GPA), tambﬁén
llamada orosomuccide, y proponer un modelo de la estructura tridimensional

para esta macromolécula.

Actualmente, la iécnica experimental mas comin para determinar la estructura
tridimensicnal de una proteina es la difraccién de rayos X. Este método
requiere, ademas del equipo especializado y una gran experiencia en la
interpretacién de los datos, que la proteina que desea estudiarse sea capaz de
formar cristales estables a los rayos X, con dimensiones minimas de 0.3 mm y
con suficiente orden para difractarlos (Cantor y Schimmel, 1980). La GPA
contiene un alto porcentaje de carbohidratos, lo que dificulta su
cristalizacién dade que a altas concentraciones tiende a gelificar (Schmid,
1953; Schmid et al., 1973}. Aunque se han logrado obtener algunos cristales de
GPA, éstos no han permitido obtener informacién sobre su estructura (McPherson
et al., 1984); estoc puede deberse a la microheterogeneidad observada en la
GPA, la cual puede tener diferentes aminodcidos en su estructura primaria y

distinto tipo de cadenas de carbohidratos.

Una técnlca alternativa que permite obtener informacién estructural de una
macromolécula es la rescnancia magnética nuclear multidimensional: sin
embargo, el analisis de los datos obtenidos es muy complejo, limitando el
método al estudio de proteinas de menos de 150 residuos de aminoacidos (Bax,
1989; Clure y Gronenbern, 1991). Esto descarta a la GPA como candidato para
este tipo de estudios {por lo menos con la tecnologia actual), pues ademis de
estar formada por 183 residuos, contiene aproximadamente 40% en peso de

carbohidratos (Schmid, 1975).

Como puede observarse, es deseable buscar un camino alterpnativo para obtener
informacién estructural de la GPA. El conocimiento mas profunde de la
estructura de esta glicoproteina podria permitir 1la determinacién de su
funcion metabdlica, el estudio de su utilidad farmacolégica y en general
contribuiria con los esfuerzos que realiza un conjunto cada vez MAS numeroso
de grupos de investigacién en todc el mundo, encaminados a descifrar el cédigo

de doblado de las proteinas.
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La sintesis de una proteina (o enzima) con actividad biolopica involucra una
serie de etapas que transmiten la informacién de su estructura desde el acido
desoxirribonucleico hasta la macromolécula final. En estas elapas se utiliza
un cédigo que convierte un coddn {serie de tres bases en el &cido nucleico) en
un aminoacido y posteriormente en un polipéptido; este cédigo fue descifrédo
en la década de los afios sesentas, y se conoce como cédigo genético (Crick et
al., 1961). Sin embargo, aungue conocemos los mecanismos generales para la
sintesis de una proteina, existe una etapa que se ha resistido a revelar la
manera en que la estructura tridimensicnal (que es muy precisa, biolédégicamente
activa y préacticamente Unica) se encuentra codificada en la secuencia primaria
de la molécula (Goldberg, 1985). Se le ha llamado cédigo de doblade a la serie
de reglas que, a nivel de Iinteracciones tantoc Iintramoleculares como
intermoleculares con el medio que la rodea, dirigen el proceso de
estructuracién de una proteina desde 1la sintesis de su secuencia de
aminoacidos hasta la molécula nativa (Ghélis y Yon, 1982). Se ha observado que
para una gran cantidad de moléculas estudiadas, basta proporcionar las
condiciones adecuadas de temperatura, pH, fuerza iénica, etc., para que se
realice in vitro este doblado de la cadena hasta adquirir la estructura nativa
{Jerne, 1967; Anfinsen, 1973). Es por esta razén que se infiere que toda la
informacién del producto tridimensional final esta contenida
unidimensionalmente en el orden en que se unen los diferentes aminoécidos en

la secuencia de la proteina.

El conocer el cddigo de doblado, en principio, permitiria conocer qué
aminodcidos cambiar, agregar o eliminar para modificar Jla estabilidad,
especificidad o caracteristicas de una enzima natural, o incluso, disefiar una
enzima artificial con funciones de interés biolégico, ecolégico, médico,

industrial o electrénico que no existan actualmente en la naturaleza.

Es asi como el analisis de las secuencias de las proteinas gana cada dia mayor
importancia en el estudico de estas moléculas. La cantidad de métodos vy
parametros tanto calculados como empiricos es cada vez mayor (Doolittle,
1990}). Actualmente, a partir de estos métodos se pueden conocer multiples
caracteristicas de una proteina, como por ejemplo: el contenido y localizacién
en la cadena polipeptidica de estructuras secundarias, residuos expuestos al
solvente, punto isoceléctrico, coeficiente de absorcidén, localizacién de
posibles sitios de glicosilacién, actividad bioldgica probable, sitios de

hidrélisis por diferentes agentes, 2zonas de separacidén entre dominios,
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flexibilidad de diferentes zonas de Jla cadena, entre otras. En este trabajo se
aplican algunos de estos métodns a la secuencia de la GPA. Cabe sefialar que el
uso de estos algoritmos para el analisie de secuencias de proteinas no
consiste simplemente en la alimentacién a la computadora de la secuencia a
estudiar y la posterior obtencién de un resultado concluyente (Doolittle,
1986). El andlisis en general depende de uno o més parametros que el usuario
asigna de acuerdo a las caracteristicas de la molécula en cuestidn, ademas de
que la informacién que se obtiene es sujeta a interpretacién, siendo el
criterio del wusuario el que decide qué parte de estos resultados es
consistente con otras observaciones experimentales. De esta manera, la
informacidén quimica, biolégica y fisicoquimica que se disponga sobre la
proteina en estudic resulta de un gran valor para el andlisis tedrico y para
su validacién. Después de muchos afios de esfuerzo en el estudioc de estructuras
de proteinas, resulta evidente que sin el conocimiento de gus caracteristicas
termodinamicas, cualquier estudio tedrico de su geometria es sélo
especulacién. Las fuentes de informacién tedérica y experimental son
complementarias ({Privalov, 1989). Puede obtenerse informacién sobre la
conformacién molecular de wuna proteina mediante el emples de técpicas
espectroscépicas, como son la absorcién de radiacién ultravioleta y el
dicroisme circular. Con estas herramientas puede conocerse la topografia (esto
es, las caracteristicas de la superficie) de la macromolécula, el contenido de
estructuras secundarias y el mecanismo por el cual la cadena de aminocacidos
pierde (o adquiere) su extraordinaria estructura nativa, empleando un cédigo
para linterpretar y convertir la serie de aminodcidos en una conformacién

tridimensional.

Una caracteristica muy interesante del cbddigo de doblado es su degeneracion;
es decir, se ha observado que dos proteinas pueden diferir en un alto
porcentaje de su secuencia de aminoacidos manteniendo su patrén general de
doblado practicamente sin cambios (Doolittle, 1981; Petsko, 1991). Asi,
existen grupos de proteinas con un porcentaje pequefio de homologia en sus
secuencias pero con esiructuras tridimensionales muy parecidas {(Feng et al.,
1985; Kuriyan et al., 1991). Estos conjuntos de moléculas pueden compartir una
misma funcién biolégica o bien diferir en ella. Incluso se observan casos de
proteinas con mds de un dominio estructural en donde cada uno de éstos puede

pertenecer a un grupe estructural diferente (Richardson, 1981).




la estratepla empleada en este trabujo pata estudiar a la glicoproteina 4acida
a1 se basd en la aplicacién interdisciplinaria de teécnicas y estudios
experimentales que apoyaron y se vieron enriquecidos por estudios teéricos,
tanto de composicién y secuencia comoc de calculos ene;géticos a nivel
molecular en su etapa final. lLas etapas para el estudio de la GPA pueden
resumirse en el estudio de sus caracteristicas conformacionales, de su
estabilidad termodinamica y la obtencidn, con técnicas espectroscépicas, de
cualquier infoermacién  relacionada  con su estructura secundaria vy
tridimensional. Adicionalmente, se realizd el anadlisiz tedrico de la
composicién y secuencia de aminoacidos de esta proteina, la busqueda de
homologia con una familia de proteinas, en particular con las lipocalinas con
las que se ha reportade similitud (lkenaka et al., 1972; Pervaiz y Brew,
1987), y la justificacién respecto a que sl esta homologia es suficiente para
suponer que parte de la estructura tridimensional de la GPA se asemeja a la de
los cuatro miembros de esta familia cuya estructura se conoce. Una vez que se
establecié la homologia, fue necesario establecer las zonas de semejanza v
proponer una estructura plausible para las regiones de la GPA que divergen de
las lipocalinas conocidas, empleando la informacién experimental y bioldgica
disponible, ademés de métodos de mecanica y dindmica molecular. Finalmente, se
analizaron las caracteristicas del modelo propuesto, comparandole con la

informacién experimental.

GENERALIDADES.

La glicoproteina &cida o1 es la proteina de plasma humano con mayor porcentaje
de carbohidratos en su estructura (Schmid, 1975). Su concentracién normal es
de alrededor de 0.8 mg por cada ml de plasma, pero esta cifra puede aumentar
hasta en un orden de magnitud en algunos padecimientos o estadies (Dente et
al., 1985), por lo que se le clasifica como reactive de fase aguda. Algunos de
estos padecimientos o estadiog incluyen procesos inflamatorios, de alta
proliferacién celular {cirugia mayor, embarazo, cancer, etc.), o la practica

de ejercicio (Wong y Hsia, 1983).

El interés por el estudio de la GPA inicié al final de la década de los afios
cuarentas cuando se creyd que podria emplearse en la deteccidén del cancer. Se
han sugerido una gran cantidad de posibles funciones metabolicas, pero hasta
el momento no se ha logrado determinar con precisidn cual o cuiles de ellas

son las que esta molécula realiza (Westphal, 1985). Dentro de estas funciones
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sugeridas se encuentran: inmunosupresién {Bennett y Schmid, 1980), interaccion
con colédgeno (Franzblau et al., 1971} y trombina (Andersen et! al., 19801},
inhibicién y promocién de agregacién de plaquetas (Andersen y Eika, 1980) vy
unién de una larga serie de ligandos dentro de los cuales destacan una gran
variedad de moléculas hidrofdbicas (como los esteroides y, en especiél.
progesterona; Ganguly et al., 1967] y drogas bésicas (como amitriptiplina,
bupivacaina, clorpromazina, disopiramida, imipramina, lidocaina, meperidina,
nortriptilina, propranolol y quinidina; Goolkasian et al., 1983), llegando
incluso a establecerse que algunos medicamentos pueden unirse a esta

glicoproteina en altos porcentajes (Aki y Yamamoto, 1989),

Dado el interés fisicoquimico, bicldégico y médico que tiene la GPA, ha captado
la atencién de un gran numerc de grupos de investigacién los cuales han
establecide varias de sus caracteristicas estructurales; éstas serviran de

punto de partida para el presente trabajo.

Respecto a su estructura, Schmid (1975) publicé una revision extensiva de las
caracteristicas estructurales de la GPA conocidas hasta ese entonces, dentro
de las que destacan: el alto contenido de carbohidratos de esta molécula, con
un 40-45% de la masa molar total, correspondiende al 10% del total de
carbohidratos unidos a proteinas del plasma humano; una alta proporcién de
éstos en forma de 4cido sialico; microheterogeneidad periférica, debida
posiblemente a diferencias en la porcién de carbohidratos; una sola cadena
polipeptidica con dos puenies disgulfure ya localizados, cinco residucs de
asparagina en donde se unen las cadenas de carbohidratos y la ausencia de un
grupo amino terminal libre. Este Gltimo aminodcido corresponde a un residuc de
acide glutamico con el carboxile de la cadena lateral condensade con el amino
terminal para formar un residuo de acido piroglutamico, también conocido como

acido pirrolidoncarboxilico.

En el trabajo de revisién de Schimid se menciona que se ha sugerido la
existencia de homologia entre las inmunoglobulinas y la GPA (Ikenaka, 1972;
Schmid et al., 1973; Schmid, 1975). También se describe que la GPA posee un
alto reemplazo de aminodcidos: 21 de los 181 residuos totales de la cadena
polipeptidica; esta caracteristica de 1la GPA asemeja la variabilidad en
estructura primaria de otras proteinas del plasma, las inmunoglobulinas.
Estudios posteriores (Dente et al., 1985), en donde se secuencidé uno de los
genes que codifican a la GPA, mostraron que el nimero de aminoidcidos de esta

proteina es en realidad de 183, encontrandose dos aminoacidos que 1la
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secuenciacion de la GPA no detectd en }a region formada por los Gltimos 20

residuos del extremo carboxilo.

Dado que esta macromolécula presenta un punto isoeléctrico inusualmente bajo
{p1=3.5}, debido principalmente a su alto contenido de écidé sialico (la GPA

. desializada tiene un pl=5.4}, se ha 1logrado aislar y purlficar empleando
precipitacion selectiva y cromatografia de intercambio iénico (Hellerstein et

. al., 1985). la GPA es sintetizada principalmente en el higado, aungue se ha
alslado de diversos fluidos y érganos. Incluso se ha sugeride gue puede
sintetizarse un precursor de la GPA en los leucccitos {Gahmberg y Andersson,
1978}, Ademas, no s6lo se han realizado estudios de 1la glicoproteina acida o1
humana; se conoce la estructura del gen que codifica la de rata (Reinke y
Feigelson, 1985; Liac et al., 1985) y la de conejo (Ray y Ray, 1991), y se ha
aislado de otros mamiferos como chimpancé, bovino, carnero y caballo, siendo
la humana la que contiene el mayor porcentaje de acido sidlico, entre 11 y 12%
(Jeanloz, 1972).

En log siguientes capitulos se presentan l}os estudios realizados sobre la
estructura de la GPA empleando diferentes aproximaciones: la aplicacién de
métodos experimentales (capitulo 2), en particular técnicas espectroscédpicas;
el analisis tedérico de la composicién y secuencia de aminoacidos de la parte
proteica de la GPA (capitulo 3); y el modelado de su estructura molecular

: {capitulo 4).
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CAPITULO 2.

ESTUDIOS EXPERIMENTALES.

MATERIALES ¥ METODOS.

En esta seccidn se describen las técnicas empleadas para obtener los
resultados contenidos en este capitulo. Los métodos usados en otros capituios

se describirdn posteriormente.

Perturbacicén por solvente. Los reactivos utilizados para este estudio fueron:
dimetilsulféxido (DMSQ) como agente perturbante; como compuestos modelo, los
derivados de tirosina y triptofano N-acetil-L-tirosinil etil éster (ATyrEE) y
N-acetil-L-triptofanil etil éster (ATrpEE). Todas estas sustancias fueron
obtenidas de 1la compafiia Merck (Darmstadt, Alemania). El resto de los

compuestos usados fueron al menos grado reactivo,

La glicoproteina acida «1 (GPA) empleada se aislé en nuestro laboratorio por
el método de Bezkorovainy y Winzler (1961) a partir del sobrenadante de 1la
fraccién V del método de Cohn (1946} para el fraccionamiento del plasma
humano. La homogeneidad de 1la preparacién de GPA fue probada por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de
sodio y por cromatografias de filtracidénm en gel e intercambioc iénico de alta
resolucién. En los tres casos se observé una sola banda o bien un unico pico
cromatografico simétrico. Para eliminar cualquier ligando hidrofébico unideo a
la GPA, ésta fue deslipidada segin el procedimiento descrito por Ganguly et
al. (1976}. El dimetilsulféxido fue seleccionado como agente perturbante
debide a su propiedad de provocar la mayor intensidad de las bandas
diferenciales en los espectros ultravioleta reportados (Herskovitz y Sorensen,
1968 a,b). El efecto del DMSQ sobre el espectro de absorcién diferencial de la

GPA se analizd a concentraciones de 5, 10, 15 y 20% en volumen.

Todas las disoluciones empleadas en este estudio fueron preparadas en
regulador de fosfatos 0.01M, pH 6.8 con KC1 0.10M. Las muestras de GPA con que
se obtuvieren los espectros diferenciales se encontraban a concentraciones
entre 27.4 pM (1.12 mg/ml) y 60.1 uM (2.46 mg/ml). Las discluciones de
compuestos modelo fueron empleadas a concentracicnes de 9.90 x 10" M en el
caso de ATyrEE y 2.34 x 1070 M para el ATrpEE. Todas las concentracicnes

fueron determinadas por su absorcién en el ultravioleta, wutilizando les




siguientes coeficientes de extincién: w610 Mlem ! a 278 nm (A7 =

- - lem, 278nm
8.93) para la GPA (Schmid, 1975); 5550 M 'cm ' a 282 nm para ATrpEE y 1340

Mlem' a 274.5 nm para el ATyrEE (Herskovitz y Sorensen, 1968a).

Para determinar los espectros diferenciales se utilizé un espectrofotémetro
VARIAN DMS80 con celdas de doble cémara. El recorrido 6ptico en cada camara
fue de 1 cm. Como se muestra en la figura 2-1a, en la celda de referencia se
colocaron soluciones de GPA y DMSO en camaras separadas para evitar su
interaccién. En la celda de muestra, ambas sustancias se mezclaron en una
misma camara llenando con solvente la restante. Cada espectro fue obtenido por
triplicado en la regidn de 240 a 320 nm utilizando un ancho de banda espectral
de 0.5 nm y una velocidad de barride de 10 nm/min. La temperatura a la cual se

realizaron log experimentos fue de 25°C en todos los casos.

Estimacion de Estructuras Secundarias. Los espectros de dicroismo circular de
la GPA y la B-lactoglobulina (BLG) fueron obtenidos en un espectropolarimetro
JASCO JS500A calibrado con acido (+)-10-camforsulfoénico (Hennessey y Johnson,
1982), en la regién de 180 a 260 nm, a 25°C. La ventana de barrido utilizada
{productc de la velocidad de barrido por la constante de tiempo) fue de 0.7
nm, mientras que el voltaje dinédico (que alimenta al fotomultiplicador y
amplificador de sefial para mantener una corriente constante) siempre fue menor
a 900 V. La elipticidad por residuo medioc, {8lrm, se calculé con base en una
masa molecular promedio por residuo de 117.8 Da para la GPA (Dente et al.,
1985}, y de 112.6 Da en el caso de la BLG (Lee et al., 1987). Ambas proteinas
empleadas en estos estudios fueron obtenidas a través de la Compafiia Sigma
{St, Louis MO, Estados Unides). A la glicoproteina le fueron removidos los
lipidos que originalmente une, por el método de Ganguly et ail. (1976),
mientras que la BLG se utilizdé sin tratamientos posteriores. Los estudios se
realizaron en disoluciones preparadas con regulador de fosfatos 0.01 M, a un
valor de pH de 7.4 y con concentraciones de proteina de aproximadamente 0.1
mg/ml en celdas de cuarzo de 0.05 cm de recorrido éptico. La concentracidn
precisa de las scluciones se determindé a partir de su absorcién a 278 nm,
utilizande los coeficientes de extincién de A1x = 8.93 y 9.60 para la
lcm, 278nm
GPA y BLG respectivamente (Schmid, 1975; Lapanje y Polkar, 1989). La
estimacion de estructuras secundarias a partir de los espectros de dicroismo
circular de ambas proteinas, se realizé utilizando el método de Perczel et al.
{1991, 1992).
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Estudios du Desnaturalizacion en el Equilibrio. La purificacion de la GPA al
igual que las determinaciones de homogeneidad y concentracién fueron
realizados de la manera descrita anteriormente para los estudios de
perturbacion por selvente. El hidrocloruro de guanidina (Gu), grado 1, fue
obtenido de la Compafija Sigma {St. Louis MO, Estados Unidos). Su conceniracidn
se determind a partir del indice de difraccién de sus discluciones, de acuerdo
al metodo de Nozaki (1972). El resto de los reactivos utilizados fueron grado

analitico,

Espectroscopia diferencial ultravioleta. Para estos estudios se empied un
espectrofotémetro VARIAN DMS80 de doble haz equipado con graficador de escala
expandida. Los espectros diferenciales de la desnaturalizacion térmica de la
GPA, se obtuvieron utilizando celdas espectroscépicamente equivalentes de 1 cm
de recorrido éptico. La temperatura en cada celda fue controlada
independientemente, con una precisién de * 0,2°C, por medic de una camisa de
circulacién de agua, conectada a un bafioc termostitico con recirculador. La
celda de referencia fue mantenida a 15°C, mieniras que la de muestra se
calenté a una velocidad menor a 1°C/min. Al alcanzar la temperatura del
experimento, la muestra fue incubada durante 10 minutos en esas condiciones.
Se determiné que este intervalo de tiempo es suficiente para que la proteina
alcance los equilibrios térmico y conformacional. Las muestras estudiadas
fueron disueltas en regulador de glicilglicina 0.05 ¥ a un valor de pH de 5.25

Yy a una concentracioén de 0.12 mgrs/ml.

En los estudlos diferenciales de la desnaturalizacién inducida poer Gu se
emplearon celdas de doble camara, similares a las empleadas en los estudios de
perturbacién por solvente, de 1 cm de recorrido éptico por cémara a una
temperatura de 20 + 0.2°C. Como se muestra en la figura 2-1b, en la celda de
muestra se colocaron una mezcla de proteina y desnaturalizante en una camara y
sclvente en la otra. Por otra parte, en la ceida de referencia se colecaron
soluciones de proteina y desnaturalizante a la misma concentracién que en el
compartimiente de muestra pero en cémaras separadas. Las diferentes
disoluclones de proteina empleadas se prepararon mezclando volimenes idénticos
de una solucioén patrém de GPA, diferentes volumenes de una disolucién de Gu 8
M y la cantidad necesaria de regulador de acetatos 0.01 M (pH 5.0) para

obtener el mismo volumen total. La concentracién final de GPA fue de 0.18
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mgsml. Todas estas muestras fueron incubadas durante 8 horas a 4°C antes de

efectuar los experimentos.

Dicroismo circular. Los espectros de dicroisme circular fueron obienidos de la
manera descrita en la estimacidn de estructuras secundarias. La temperatura_ en
. la celda fue controlada, al igual que en la espectroscopia diferencial, con
una camisa de circulacién de agua conectada a un bafic termostatico y con una
. precisiéon de * 0.2°C. Tanto en los experimentos de espectroscopia diferencial
como en los de actividad o6ptica, la temperatura en la celda fue determinada
con un termistor. Las muestras estudiadas se prepararon de la manera descrita

en la seccidn de espectroscopia diferencial.

Analisis Termodinamico de la Desnaturalizacién Térmica. Al estudiar la
estabilidad térmica de una proteina se requiere del emplec de una técnica
experimental que poses varias caracteristicas: ser sensible a los cambios en
la conformacién de la macromolécula; permitir el control adecuado de la
temperatura de la muestra; y tener suficiente sensibilidad para detectar los
cambios en una solucién muy diluida (del orden de 0.1 mgsml) de proteina, esto
ultimo debido a los problemas de agregaciéon que pueden presentarse a
concentracicnes mayores y gque modifican los parametros termodinamicos

- obtenidos del experimento (Ghélis y Yon, 1982).

Algunas técnicas usuales en estos estudios son: la egpectroscopia diferencial
ultravioleta, el dicroismo circular, la reactividad de algin grupo quimico de
la molécula y la pérdida de la actividad biolégica. En cualquiera de estos
casos, experimentalmente se siguen los cambios de un parametro en funcién de
la temperatura. Llamemos Y a este parametro, que puede ser la magnitud del
espectiro diferencial, elipticidad, reactividad quimica, etc. En todos los
casos se obtiene una curva de Y contra T en la que cada punto experimental
tiene una incertidumbre alta debido, entre otras razones, a las condiciones de
baja concentracién de la muestra en estos experimentos (Canter y Schimmel,
1980).

S1 a la curva obtenida (Y contra T) se le aplica el modelo de una etapa,
también conocido como de dos estadeos, en el cual se considera la existencia en
concentracidén apreciable de sdélo dos especies, la nativa (N} y 1la

desnaturalizada (D), se obtiene lo sigulente:

11
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Consideremos al parametro Y aditivo, de tal forma que a una temperatura T su
valor es laz suma de las contribucjones de los estados N y D:
Y = fn¥n + fovp (2-1)

en donde fw y fp representan las fracciones de cada uno de esos estados,
cumpliendose que O = fn, fo = 1 y N o+ fu = 1, Los simbolos YN vy -Yn
representan el valor de Y para la muestra en estado nativo y en estado
desnaturalizado respectivamente; estos valores en general cambian con la
temperatura, aunque esta dependencia es pequefa en la mayoria de los casos,
Para estimarla, cominmente se extrapola la tendencia observada a temperaturas
bajas a toda la 2zona de la transicién para ¥y y analogamente en las
temperaturas altas para Yp. De las ecuaciones anteriores se encuentra que para
cada temperatura del experimento:
¥y - )

(Yo - YN}

Al construir la curva de transicién, fp contra T, se observa una dependencia

fop = {2-2)

sigmoidal de la fraccién desnaturalizada con tres zonas: la inicial y la final
con pendientes pequeBas, y una regién intermedia donde los cambios son
abruptos y corresponden al grueso del cambio conformacional. Conociendo f£bp,
laconstante del equilibrio N «< D puede calcularse facilmente, pues:

[D] fo fo

K = = = {(2=-3)
[N} N 1 - fp

Dado que podemos conocer el valor de fb para cada temperatura del experimento,
tenemos una serie de valores para la constante de equilibrio a diferentes

temperaturas. Puesto que:

K = exp [ ~8G J s> 1k = ZACG (2~4)
RT RT
Yy AG = AH - TAS (2-5)
se tlene que 1K = _~hH 1 + AS (2-6)
R T R

Asi, de wuna curva de van't Hoff (InK contra 1/T) puede calcularse la
pendiente, que es -AH/R. Si el valor del cambio en la capacidad calorifica de
la proteina, ACp, fuese un valor muy pequefic o cero, AH seria constante en
todo el intervalo del grafico, la pendiente del mismo seria constante y

. tendriamos una linea recta. En realidad, para las proteinas el valor de ACp es

12
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mayor que cero, y se estima AH de ]a pendiente de la curva de van't Hoff a la
temperatura media de la transicidén, Tm, es decir a la temperatura a la cual
[N] = ID] (K = 1). De ese valor de 8H a la Tms, que Sse denota AHm, y del valor
de AH a otras temperaturas, que se obtienen de la pendienté de la curva en

. diferentes puntos, se puede determinar la variacién de AH con T. Dado que
AH = AHm + ACP(T - Tm), (2-7)

de la pendiente de un grafico de AH contra T puede estimarse el valor de ACP.
Como se observa, la adquisicién de datos termodinamicos a partir de valores
experimentales, aungque  posible tedricamente, conlleva una serie de
transformaciones a cocientes, logaritmos de cocientes, pendientes y derivadas
de éstas, en donde la incertidumbre inicial de Jlos puntos crece en cada
transformacioén, principalmente en los datos del inicio y del final de 1la

transicién.

Se propone en este trabajo el sigulente procedimiento: no transformar los
puntos experimentales, sino encontrar una ecuacidén donde la relacién entre fp
y T sea a través de los parametros termodindmicos. Para tal efecto, de la
ecuacién (2-3) obtenemos:

fo s ——— {(2-8)

y sustituyendo (2-4) en (2-8), se tiene

exp {~AG/RT)
1 + exp (-AG/RT)

fp =

Aplicando (2-5), esta ultima ecuacidén puede escribirse como:

-AH 1 AS
exp =~ o+
R T R
fo = (2-9)
b oexp | SBH 1, 8S
R T R
Por otro lado, AH = AHan + ACP-(T - Tu), {(2-7)
AS = ASm + ACP-{In(T/Tw)] {(2-10)
Ya que AG = AH - TAS (2-11)

y sabiendo que cuando T = Tm, AG = O, entonces ASm puede expresarse:

13




AHm

LSn = —5 -

Tm

Al sustituir (2-7),

(2~-12)

(2-10) vy (2-12} en (2-9}, obtenemos:

exp AHm ACe(T-Tw) £AHm ACPLIn(T/Tw)]
RT RT RTm R
fp =
1+ exp AHm ACP(T-Tm) AHm + ACP T In(T/Tw) ]
RT RT RTm R

factorizando el argumento de las exponenciales tenemos que,

ACP
1
exp AHm 1 - Tm _ ACr 1 - Tm v In T R
RTm T R T Tm)
fo =
ACP
. oM
1 + ex AHm 1 - Tm _ _ACr 1 Tw + In TR
RTm T R T | Tm

y finalmente, agrupando términos comunes, fo resulta estar descrita por:

ACPp
—
AHm ACP Tm T R
ex - —— T - —
RTm R T Tm }
fo = {2-13)
ACP
, a7
1 + ex AHn _ ACP 3 - Tm *I_ R
RTm R T Tm

Esta expresidén indica la dependencia de fo con la temperatura,

log parametros {ermodinamicos por determinar:

puede realizarse una regresién no

correspondientes temperaturas,

lineal

determinando

en funcidén de

AHw, Tm y ACp. Con esta ecuaciédn

con los valores de fp vy las

los wvalores de las magnitudes

termodindmicas que minimizan la dispersion de los puntos experimentales a la

funcién que acabamos de deducir {2-13).

Este método tiene la ventaja de que los
pasar por

consiruccidén de la curva de van’t Hoff,

puntos experimentales no reguieren

la serie de iransformacliones que se emplean cominmente para la

la obtencidén de las derivadas de ese

grafico y la regresidn lineal de estas 0ltimas para estimar ACp.
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Para ofectuny 1o reprecion no lineal se desarrolld un programs de cémputd (el

listado de este se encucntira en el apéndice 1) que, ademas de estimar AHm, ACPp

y Tm, puede calcular la curva teorica de la transicién y estimar algunos otros

valores. Por ejemplo: al sustituir las ecuaciones (2-7), (2-10) y (2-12).en
- (2~11), se obtiene:

AG = AHm - T.-2Hm
) Tm

+ AP [T = Tm - T 10(T/Tw)] (2-14)

es decir, la dependencia de la #energia libre de Gibbs con la temperatura, de
donde puede calcularse el valor a 25°C para compararle cen el de otiras
proteinas, o bien toda la curva de AG contra T, en el intervalo del estudio e

incluso su extrapolacién fuera de esa zona.

La curva de AG contra la temperatura presenta un valor maximo cuando

T =T = Tu-exp(-AHn/(TmACP)) (2-15)

"
T se conoce como temperatura de maxima estabilidad y tipicamente se encuentra

entre los -10 y 15°C; a esta temperatura la estabilidad de la conformacién

nativa es maxima.

Andlisis Termodinamico de la Desnaturalizacién por Hidrocloruro de Guanidina.
Los datos obtenidos en estos experimentos fueron analizados empleando las

siguientes ecuaciones:

fp = Y = YN) (2-2)
(Yo - Yn)

Kp = —10 (2-3)
1 -1fo

AGD = -RT: I1nKp (2-4)

Estas permiten calcular los valores de AGD a diferentes concentraciones de
desnaturalizante. La extrapolacién de este valor a concentracién nula de Gu,
Acgm% fue realizada de dos maneras diferentes. En la primera se supuso una
dependencia lineal del 4Gp con la concentracién del desnaturalizante en todo

el intervalo de concentraciones {Pace, 1975), es decir:

. aGo = £GE° - miGu] (2-16)
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donde {Gu] representa la concentracién de hidroclorure de guanidina. De
acuerdo con Pace {(1975), el coeficiente m en esta ecuaclién describe qué tan
abrupta es la transicién, es decir, la cooperatividad del proceso de

desnaturalizacioén.

El segundo metodo empleado, se basa en el modelo propuesto por Tanford (1970;

Pace, 1975). Este se describe por la siguiente ecuacién:

AG = aGEY + u'zagtr,i (2-17)
1

donde « es el cambio promedio en el grado de exposicién de los diferentes
grupcs guimicos presentes en }a proteina; la suma se efectda sobre las
energias libres de transferencia, d8gir,i, de cada uno de los i grupos (esto
es, cada cadena lateral y cada fragmento de cadena principal) del agua a una

disolucién de Gu de la misma concentracidén a }la que el AGD fue determinado.

Los valores de dgtr,t fueron estimados, por medio de wuna interpolacién
parabélica, de los valores reportados por Pace (1975). De una regresién lineal
de los valores de AGp en funcidn de ?aguul, se obtuvo el valor de « asi como

la estimacién del AGHS".

Andlisis de Factores. Para determinar si los datos obtenidos de los espectros
de desnaturallizacidén se ajustaban a un modelo de deos estados, se analizaron
empleande el método de descomposicidén en vectores propios conocido como
analisis de factores (Malinowski y Howery, 1980). Esta técnica se emplea para
calcular el namero de componentes o factores que pueden reproducir, por
combinacién lineal, un conjunto de datos espectroscépicos (Hennessey vy
Johnson, 1981). Los espectros tanto de experimentos de espectroscopia
diferencial como de dicroismo circular, se agruparon en una matriz de datos,
{D], de m renglones por n columnas. Cada columna representa uno de los
espectros obtenido a una temperatura determinada. A continuacién se construyé
una matriz cuadrada multiplicando per la izquierda a [D] por su transpuesta.
Este arreglo se diagonalizé para encontrar la matriz cuadrada, de dimensién n,
que contiene los vectores propios del conjunto de datos, [Q], y la matriz

diagonal de valores propios, [Al, esto es

1017 [D1T[DILQ) =[Al

De esta forma, la matriz de datos original se puede reproducir exactamente por
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el producto de dos matrices:

[pl = [U}{Q)”
de donde (U1 = {D}IQ]

Sin embargo, la intencién es reproducir la matriz de datos original, dentro de
la incertidumbre experimental, con el winimc nGmero de vectores propios. Para
ello se seleccionan los vectores propios mas importantes, es decir, aquéllos
con los valores propilos mayores. A continuacién se calcula la desviacién

esténdar residual (DER]) de acuerdo con la expresion:

1 n ir2
DER = | ———— } At
m(n~f) t=r+1
en donde f es el nimero de factores seleccionados para describir a la matriz
de datos original, y los valores Ai son los valores propios de la diagonal de
la matriz [Al. El valor final de f determinado es el mis pequefio que produce

una DER menor o igual a la estimacién de la incertidumbre experimental.
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RESTINIOS AROMATICOS SUPERFICIALES.

Entre la informacién estructural sobre la GPA se encuentran varios anilisis
topograficos; en éstos se ha descrito la localizacion de algunos de sus grupoes
quimicos con respecto a su grado de exposicién al solvente. Estudios de
titulacion espectrofotométrica (Svobodova ef al., 1977) determinaron -la
presencia de tres tirosinas expuestas al solvenie y nueve ocultas. En otro
trabajo, la reactividad quimica de las tirosinas indicdé que seis de ellas se
encuentran accesibles al solvente, cuatro ocultas vy dos en un estado
intermedio (Schmid et al., 1976). También en este estudio se sugiere que sblo
uno de los tres residuos de triptofano presentes en la GPA es parcialmente
reactivo. Puede aprecliarse que el numero de cadenas laterales de tirosina
expuestas al solvente difiere en ambos casos, razén por la cual se aplicé un
tercer método de andlisis para estimar el grado de exposicidén tante de los
residuos de tirosina como de triptofano expuestos al solvente {2ubillaga-Luna
et al., 1991). Esta técnica es la perturbacién del espectro de absorcitn
ultravioleta de la GPA, en la cual se propone que el espectro diferencial
obtenido por la interaccién de la proteina con el agente perturbante (DMSO en
nuestro caso) puede ser descrito por la combinacién lineal de los especiros
diferenciales de compuestos modelo de tirosina y triptofano en las condiciocnes
del experimento. En estos estudios es indispensable que la conformacién de la
proteina no se vea afectada significativamente por el agente perturbante, pues
una desnaturalizacién de la GPA aumenta el grado de exposicién al solvente de
algunos de los residuos de aminoAcido en estudio. Para demostrar que la GPA no
sufre cambios conformacionales drasticos en el intervalo de concentraciones de
DMSO empleado, se determiné la intensidad de la perturbacién con el aumento de
la concentracién del perturbante por medio de su absorcion diferencial. Puede
observarse de la figura 2-2 que existe una relacién lineal entre la magnitud
de la perturbacién y la concentracion del DMSO, por lo que se concluye que
este perturbante no induce desnaturalizacién en la glicoproteina en
concentraciones de hasta 207 en volumen; ésta fue la concentracién de DMSO

empleada en los experimentos gue aqui se discuten.

Los espectros diferenciales de los compuestos modelo, ATrpEE y ATyrEE, en DMSO
al 20% se myestran en la figura 2-3. Estos espectros son esencialmente iguales
a los repcrtados previamente (Herskovitz vy Sorensen, 1968a). La determinacion

- de los residuos de tirosina y triptofano expuestos se basa en la suposicidén de
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FIGURA 2-2. Absorcién diferencial molar de 1la glicoproteina Acida ai
en funcién de 1la concentracién en volumen del agente perturbante.
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que el espectro diferencial obtenido por la perturbacién de la proteina puedc

expresarse como una comhinacién lineal de los espectros diferenciales de los

compuestos modele en las mismas condiciones. Esto es, que las perturbaciones

son aditivas y que si se eligen dos longitudes de onda, Aljy Az, se cumplen

las siguentes relaciones:

AeafGPA)

ACALGPA}

donde ACA

I

ACA(ATrpEE}°X + ACA(ATyrEE)-Y

1

ACA{ATrpEE)-X + ACR(ATyrEE)-Y

2

representa la diferencia de absortividad molar a una determinada

longitud de onda (A) para la proteina (GPA) y los compuestos modelo de

triptofanc y tirosina; mientras que X e Y son el nimero de residuos de

triptofano y tirosina

expuestos

al solvente. Las longitudes de onda

seleccionadas fueron 285.5 y 291.0 nm, correspondientes a los maximos de

absorcién de los espectros diferenciales de los compuestos modelo. Los valores

de las diferentes absortividades molares para cada una de las especles se

presentan en la tabla 2-1I.

TABLA

Diferencias en la absorcién molar para la GPA y los compuestos modelo
a pH 6.8 y 25°C por la perturbacién de DMSO al 20% en volumen.

2 -1

ae (M toem™h)
A (rum) GPA ATYrEE ATrpEE
285.5 1414.2 203.0 199.9
291.0 834.9 48.5 £35.3

Al resclver el sistema de ecuaciones antes mencionado, se encuentra que el

numero de triptofanos expuestos es de 0.98 y el de tirosinas de 6.4. Los

valores fraccionarios indican que

alguno o algunos de estos residuos se

encuentran accesibles al solvente de manera parcial. En la tabla 2-II se

presentan estos resultados comparados con los de otros trabajos en los que se

emplearon diferentes técnicas experimentales.
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i TABLA 2-11

Residuos de triptofano y tirosina expuestos en la GPA.

Método Triptofanos Tirosinas Referencia
Reactividad quimica <1° 6 y 2 semi- Schmid, et al.,
expuestas 1976,
Titulacién P 3 Svobodova, et
espectrofotométrica al., 1977.
Espectroscopia diferencial 0.938 6.4 Este trabajo

por perturbacién de solvente

aUn valor menor 2 la unidad indlca que la reactividad fue sélc parcial.

Este métode no determina el néGmeroc de residuocs de triptofano expuestos

En la figura 2-4 se compara la combinacién lineal de los compuestos modelo con
el espectro diferencial de la proteina y se observa que la curva reconstruida
coinclide razonablemente con el espectro experimental, por lo que la suposicidn

inicial de la aditividad de los especiros es valida.

El analisis de los resultados mostrados en la tabla 2-1I indica que el numero
de residuos aromiticos superficiales determinados en este trabajo concuerda
muy bien con los resultados obtenidos por Schmid et al. (1976), mientras que
en el trabajo publicade por Svobodova et al. (1977) se reporta que la curva de
titulacién espectrofotométrica de los tirosinilos de la GPA es compatible con
la presencia de tres de estos residuos con valores de pKa (el logaritmo
negativo de la constante de ionizacién de su protén acido) de 9.97 y nueve con
pKa de 11.83. De ello se concluye en ese reporte que son sélo tres los
residuos de tirosina expuestos. Sin embargo, existe la posibilidad de que
algunos de estos residuos se encuentren externos pero formando puentes de

hidrégeno suficientemente estables para aumentar el valor de sus pKa.
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FIGURA 2-4. Espectro diferencial de la GPA en DMSO al 20% (v/v). Con
linea punteada se representa 1la combinacién lineal de los espectros
diferenciales de losg compuestos modelo.
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Los estudios de reactividad quimica indican {prr un proceso de fragmentacion y
secuenciacién) que s6lo el triptofano 122 es susceptible de modificarse
parcialmente, en concordancia con el valor menor a la unidad para el numero de
iriptofanos expuestos obtenido en este trabajo. Se especu1a’en el trabajo de
Schmid (1976} gue este residuo de triptofanoc reactivo no se encuentra
directamente localizado en el sitio de unidn de ligandos de la proteina, pues
al estudiar su reactividad en presencia de progesterona ésta no se altera
(Kute y Westphal, 1976). Sin embargo, es posible que este residuo se encuentre
cercano al sitio de unidn, pues en estudios previos se cobserva una disminucién
del 17%Z de la fluorescencia Iintrinseca de la GPA al unir progesterona,
estimandose una distancia de separacidn entre el triptofano y el esteroide de
9 a 14 A (Kute y Westphal, 1976). Otros trabajos relacionados con 1la
exposicion de residuos aromdticos en la GPA reportan que la presencia de iones
Cs’ inhibe hasta una tercera parte de 1la flucrescencia intrinseca de la
proteina (Friedman et al., 1985) y se observa que el fluoréforo inhibible por
este ion se encuentra cercanc a una zona de la cadena pollpeptidica con carga
negativa, la cual atrae electrostaticamente al catién. La presencia de drogas
basicas, otras moléculas que la GPA une, disminuye la eficiencia del Cs’ para
inhibir 1la fluorescencia mas no la fraccién inhibible, indicando que el
residuo de triptofano es sensible a este ion, que es quimicamente reactive y
que probablemente sea el mismo residuo aromatico que es perturbado por el DMSO
{pues el radic iénico del Cs' es de 1.67 A y el radio promedio del perturbante
de 2.0 A), y se encuentre cercano al sitic de unién de drogas basicas. El
ambiente de los residuos de triptofano se discute ademds en la seccibén de

estudios de desnaturalizacidn.

ESTIMACION DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS.

Los espectros de dicroismo circular de la glicoproteina acida o1 y de la
B-lactoglobulina se muestran en la figura 2-5. Puede ohservarse gue ambos
espectros tienen forma y magnitud semejantes. Este hecho indica que ambas
proteinas comparten un patroén estructural, dado que esas curvas son el reflejo
de sus estructuras secundarias (Hennessey y Johnson, 1982; Perczel et al.,
1991; 1992). Por ejemplo, la presencia de un sélo minimo en la regién de 214 a
218 nm es caracteristica de un contenido alto de hojas 8 (Manavalan y Johnson,

. 1983, Perczel et al., 1992}, como es conocido para el caso de la BLG.
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Seria de pran interés el comparar los espectros de dicrofsmo circular de la
fipura 2-5 con los de! recsto de las lipocalinas cuya estructura cristalina es
conocida; sin embargo, hasta donde sabemos, esta informacién no ha sido
publicada, y la BLG fue la unica lipocalina con esta caracte}istica a la cual
tuvimos acceso para estudios de dicroismo circular. El analisis de los
espectros de esas proteinas permite estimar contenidos de hélices y hojas B de
16 y 33% respectivamente para la GPA y de 18 y 277 en el caso de la BLG.
Aungque esta Gltima cifra es menor que el contenido de hojas B observado en la
estructura cristalografica de la BLG, y que alcanza el 40%, los resultados del
analisis identifican a las hojas 8 como el tipo mas abundante de estructura
secundaria presente en ambas muestras. Es conveniente seflalar aqui que
andlisis previog del espectro de dicroisme circular de la AGP han estimado el
contenide de estas estructuras en valores tan bajos como 23% {Aubert vy
Loucheux-Lefebvre, 1976). Esta discrepancla puede deberse a que dentro del
conjunto de espectros de dicroismo clircular que sirven de base de datos & los
métodos de andlisis, no se encuentra representada convenientemente la
estructura de las lipocalinas. En realidad esto no es poco probable, pues la
conformacién de los miembros de esta familia no habia sido observada antes de
1987, y en las estructuras cristalinas de proteinas con alta resolucién (que
son las que comunmente se emplean en esas bases de datos) no se observa una
gran cantidad de hojas B paralelas. Justamente, el método de estimacién de
estructuras secundarias empleado en este trabajo utiliza un mayor nimero de
proteinas ricas en este tipo de estructuras en su conjunto inicial de datos,
lo cual se refleja en una estimacién mas exacta del contenido de hojas B a
partir de los espectros de la figura 2-5. De cualquier manera, el analisis
tanto cualitativo como cuantitativo de los espectros de estas proteinas aporta
evidencias consistentes con la hipdtesis de que la parte proteica de la GPA

posee un patrén de plegamiento semejante al de la BLG y, por ello, al de las

lipocalinas.

Por otra parte, los espectros de dicroismoc circular de la GPA antes y después
del proceso de deslipidacién resultaron ser esencialmente idénticos, por lo
que el ligando hidrofdbico parece no alterar significativamente la estructura
secundaria de esta molécula. Este hecho es consistente c¢on la observacion
previa de que las caracteristicas fisicoquimicas de la GPA no se ven alteradas

por la deslipldacién, salve la afinidad por otros ligandos. Ademas, permite
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suponer que la presencia de progesterona, u otro ligando especifico de la GPA,
no altera sensiblemente su estructura. A proposito de este Ultimo punte, la
presencia de las cinco cadenas de carbohidratos unidas a la parte proteica de
la GPA tampoco parece ser determinante en la conformacién de su cadena
polipeptidica, a Jjuzgar de resultados de dicroismo circular (Aubert‘ Yy

Loucheux-Lefebvre, 1976) y de union de progesterona (Westphal, 1975].

DESNATURALIZACION TERMICA,

Los cambios conformacionales de la GPA inducidos por el aumento de la
temperatura se estudiaron por espectroscopia diferencial ultravioleta y por
dicroismo circular. Los cambios observados en ambos tipos de espectroscopias
resultaron ser reversibles en mds del 90%Z al enfriar lentamente las
disoluciones de proteina. En la figura 2-6a se muestra un conjunto de
espectros diferenciales a diferentes temperaturas. Los espectros
correspondientes a temperaturas altas muestran tres bandas negativas, a 277,
284 y 291 nm que pueden asignarse a residucs de tirosina y triptofanc que se
exponen al solvente acuosc durante la desnaturalizacién (Donovan, 1969). Sin
embargo, los espectros a temperaturas intermedias (curvas 1 y 2 de la figura
2-6a} muestran dos bandas positivas intensas centradas entre 278 y 295 nm.
Estas presentan un signe opuesto al esperade por el cambio de ambliente de
grupos aromaticos al pasar del medioc hidrofébico del interior de la
macromolécula al solvente polar. Se han asignado estas bandas, poco observadas
en espectros diferenciales de proteinas, a efectos electrostaticos que sufren
los residuos de triptofano {Andrews y Forster, 1972; Anantharayanan y Bigelow,
1969a,b). Estos cambios corresponden a un aumento en la carga neta negativa
del microambiente de la cadena lateral de un residuo de triptofano o bien a
una disminucién de carga positiva. Esta posibilidad no descarta una posible
disminucion de la polaridad del medio en el que se encuentra el triptofano

como una explicacidén de la aparicién de esta banda andmala (Andrews y Forster,
1972).

En la figura 2-7 se muestran las curvas de transicién de la GPA determinadas
por absorcién diferencial a 295 v 284 nm. La caracteristica mas importante de
esta figura es que el cambio de la banda positiva (295 nm) ocurre a
temperaturas menores gue la banda negativa. Esto sugiere que el procesc de

desnaturalizacidn no se ajusta a un modelo de dos estados, existiendo al menos
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un intermediario termodinamicamente estable a concentraciones apreciables. Un

mecanismo probable para este proceso podria ser el sipguicnte:

A

donde I, N vy D representan a las especles intermediaria, naliva vy
desnaturalizada, respectivamente. Este mecanismo propuesto concuerda con los
resultados calorimétiricos realizados por Halsall y Kirley [1982), quienes
calcularon que el cociente de las entalpias de van't Hoff y calorimétrica es
de aproximadamente 1.22, indicando también que el modelo de dos estados no es

adecuado para describir ls transicion conformacional de la GPA.

Al aplicar el método de andlisis de factores en un conjunto de 16 espectros
diferenciales correspondientes a un intervalo de temperaturas de 15.3 a
67.0°C, se encuentra que para reproducir les datos experimentales son
necesarios dos vectores propios. Este resultado muestra la presencia de una
especie intermediaria en la desnaturalizacién térmica de la GPA, ya que si
este procesc fuera de dos estados, seria suficiente un factor para describir
los espectros diferenciales, dado que el espectro de la especie nativa es un
vector nulo. Los dos factores que describen adecuadamente al conjunto de
espectros diferenciales no tienen una interpretacion fisica. Simplemente son
los dos vectores ortogonales con valores propios mas grandes, resultado de la
diagonalizacién del producto matricial [D)'{D]. Para encontrar un par de
vectores con significado fisico se considerd el espectro diferencial de la GPA
a 67°C (la curva 4 de la figura 2-6a) como el correspondiente al estado
desnaturalizado. Con este Unico vector se intentd describir al con junte
completo de espectros experimentales, resultande necesariamente insuficiente.
Sin embargo, cuando las diferencias entre los espectros reconstruidos con el
vector desnaturalizado y los espectros experimentales fueron sometidas a un
dkeveo  algiasis de faciores, se obtuvo un segundo vector. Al combinar
linealmente ambos factores se logré nuevamente describir al conjunto de
espectros diferenciales, dentro del error experimental. La forma de ese
segundo vector es muy parecida a la de la curva 2 de la figura 2-6a; este

espectro diferencial, que posiblementre corresponda {salvo por un factor

30




¥ " i r - -
¥

multiplicativo) al de la especie intermediaria, muestra dos maximos a 287 y
295 nm. Estas bandas positivas, comn se menciond en la seccion anterior,
pueden ser debidas a la perturbacién de los grupes indol de residuos de
triptofano causadas por el solvente o por cargas eléctricas. Esto sugiere que
la transicién de la conformacién nativa a la intermediaria involucra cambios
en el microambiente de alguno o algunos de los tres triptofanilos de la GPA,
pero sin camblar significativamete el grado de exposicién de sus grupoes

aromaticos.

En la figura 2-6b se muestra el cambio de los espectros de dicroismo circular
con la temperatura: en la regién mostrada, 200 a 250 nm, el cambio en las
sefiales es principalmente debido a la modificacidén de la estructura secundaria
de la glicoproteina, pues ha sido demostrado que la parte de carbohidratos de
esta molécula no contribuye sensiblemente a la actividad optica total en
longitudes de onda por arriba de 190 nm (Aubert y Loucheux-Lefebvre, 1976). En
este conjunto de espectros (figura 2-6b) puede aprepiarse un punto
isodicréico, es decir, la existencia de un longitud de onda en la que la sefial
no se ve afectada por el cambio conformacicnal. Esta caracteristica es
indicativa de que sbélo existen dos especies espectroscopicamente diferentes, y
que la combinacién lineal de sus espectros reproducen el conjunto completo de
curvas. Esta interpretacidén es apoyada por el hecho de que, al aplicar el
método de analisis de factores a un conjunto de 19 espectros [en el intervalo
de temperaturas de 16.8 a 71.2°C), se encuentra que sélo se requieren dos
vectores propios para reconstrulr todas las curvas experimentales. La curva de
transicion (figura 2-8) seguida por la sefial de elipticidad a 220 nm coincide
aproximadamente con el cambio en la banda diferencial a 284 nm. Estos
resultados son consistentes con que el intermediario propuesto en el mecanismo
de desnaturalizacién posea una conformacidén muy semejante a la nativa {sin
gran exposiclén al solvente de sus grupos hidrofébices, y con poco cambio en
el contenido original de estructuras secundarias), con cambios estructurales

restringidos a una porcién pequefia de su geometria.

La presencia de un intermediario, como es el casoc para la GPA, impide la
aplicacién directa de un anadlisis de van’t Hoff para calcular los paréametros
termodinémicos de la desnaturalizacién de una macromolécula, es decir 1los
cambios de entalpia y capacidad calorifica al pasar del estado nativo al

desnaturalizado. Sin embargo, puede encontrarse un cambio de entalpia
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aparente, AHvH, que se encuentra relacionado de una manera compleja con el
cambio de entalpia verdadero, AHb {Tanford, 1969; Cantor y Schimmel, 1980). En
practicamente todos los casos en que esta involucrade un intermediario, se
encuentra que AHvi < AHp. Para nuestro caso particular, en donde participan
tres especies (la nativa, N, el intermediario, I, y la desnaturalizada, D) y
dos de ellas son indistinguibles por 1la técnica empleada (N e 1), puede
calcularse una constante de equilibrio aparente bajo la SUbosicién de dos
estados:
fo fo

KvH = =
(1 - fp) (£n + f1)

donde fv, f1 y fN representan las fraciones de proteina en cada uno de los
tres estados. Al dividir peor fn el numerador y denominador de la ecuacién
anterior, sustituyendo ademas las constantes de equilibrio Ko = fo/fn vy

Ki = f1/fN, se obtiene la siguiente expresién:

Kp

Ky = ——mM8M8m8M8—
{1 + K1)

A partir de esta expresidén y utilizando la relacién:

3IrK) _ OH
8T RT

2

puede demostrarse que el cambio de entalpia aparente puede calcularse de 1la

siguiente manera,

K1
{1 + K1)

AHvH = AHD - AHI:

en donde los simbolos AHp y AHI representan los cambios de entalpia para los

cambios conformacionales de Na D y de N a I, respectivamente.

Por otra parte, dado que ACp = JAH/AT, al derivar la Ultima expresién

respecto a la temperatura y rearreglar, se obtiene

2
ACP = ACP. - ACP. - K o AHT K1
H D I

M (1 + K1) RT® (1 +K1)°
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en la gque los subindices tienen el mismo significado que en las ecuaciones
antericres. Es muy importante hacer notar que el valor de los tres cocientes,
que se encuentran entre parentesis cuadrados en las dos ultimas ecuaciones, es

necesariamente menor que la unidad y mayor que cero. Por esta razon, y si los

valores numéricos de AHI y ACP] son positivos, se concluye gue AHen < AHD
y dque ACPvH < ACPD. Sin embargo, comc se establecidé en los parrafos
precedentes, la naturaleza de la especie intermediaria no difiere

sustanclalmente de la de la nativa, por lo que la suposicién de que los
cambios en entalpia y capacidad calorifica asociados con la transicién de N a
D sean pequefios, es razonable. Esta suposicién conduce a que los valores
aparentes y reales de la desnaturalizacién sean aproximadamente iguales; esto

es, que AHvi = AHpD y que ACPVH = ACPD.

Una vez establecido que las magnitudes de los parametros termodinamicos
asociados con la desnaturalizacién de 1la GPA pueden aproximarse a los
calculados empleando el mecanismo de dos estados, se utilizé el cambio de
elipticidad de la solucién de glicoproteina, mostrado en la figura 2-7, para
calcular las fracciones de preteina desnaturalizada a diferentes temperaturas
empleando las ecuaciones (2-1) y (2-2). Los valores calculados se muestran en
la figura 2-B, y fueron ajustados por medio de una regresién no lineal (ver
apéndice I) a la ecuacién 2-13 para estimar la temperatura media de la
transicién, Tm, y los cambios de entalpia y capacidad calorifica aparentes.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2-I1I.

TABLA 2 -1I11

Parametros termodinamicos de la desnaturalizacién térmica de la GPA.

1 1

Tm (°C) AHvK® (kJ-mol™ 1) ace . (kJ-mol” KTh

46.6 * 0.05 252 * 25 8.8+ 4.2

a
Valor evaluado 2 la temperatura media de la transicién, Im.
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Para comparar los valores de esta tabla con los de otros trabajos, se réalizo
una extrapnlacién del valor del ARvw a 62°C, pues Halsall y Kirley (1982)
midieron directamente el cambio de entalpia a esta temperatura en un
microcalorimetro, en condiciones en las que la polimerizacfén de la GPA no
alteraba notablemente sus resultades (pH = 7.4, Tm = 62°C)} obteniendo para el
calor absorbidc en el proceso, fHcal = 493 * 17 kJ-moI-], en buen acuerdo con
nuestro resultado de la extrapolacion, ABw(62°C) = 401 * 13 kJ-mol™'. Para la
comparacién del cambio en la capacidad calorifica, no tenemos noticia de que
se haya determinado este valor directamente por calorimetria. El unico valor
reportado se encuentra en un trabajo de la unién de propranolel {una droga
basica que se une a la GPA) a la glicoproteina en donde se estima el valor del
ACPD en 6.7 * 6.3 ki-mol K (Kirley et al., 1982). A pesar de la gran
incertidumbre en ese valor, un ACPvH de 8.8 kJ-mol ' -K™' (obtenido de nuestros

experimentos) parece ser un valor razonable.

DESNATURALIZACION INDUCIDA POR HIDROGLORURG DE GUANIDINA.

En la figura 2-9a se muestran los espectros obtenidos por espectroscopia
diferencial de la GPA a varias concentraciones de Gu a un valor de pH de 5.0.
Se demostré la reversibilidad del proceso en alrededor de un 90% al diluir la
concentracidn del desnaturalizante a la tercera parte. Puede observarse de los
espectros que estos presentan, al igual gque los obtenidos en Ila
desnaturalizacién térmica, dos bandas negativas centradas en 285 y 232 nm,
pero en contraste, no se observa la presencia de una banda positiva (banda
anémala) a ninguna concentracién del desnaturalizante. Otra diferencia con los
estudios de estabilidad térmica, es que los cambios de absortividad molar {(Acg)
inducidos por la guanidina fueron mayores (figuras 2-6a y 2-9a). Esto puede
interpretarse como que el efecto de la desnaturalizacién por guanidina induce
una mayor exposicidn al solvente de los residuos aromaticos, respecto a la
desnaturalizacién térmica. Al estudiar la estabilidad de la GPA frente a la
guanidina por dicroisme circular, se encontrd que el proceso es completamente
reversible. Al comparar los espectros de dicroismo circular de la proteina
totalmente desnaturalizada de las figuras 2-6b y 2-9b se ocbserva que las
sefiales son aln menores en el segundo caso. Esto también ha sido observado en
los estudios de desnaturalizacién de otras proteinas globulares (Goto vy

Hamaguchi, 1987; Labhardt, 1982}, y se ha interpretado con base a la posible
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exXlstencia de estructuras residuales presentes en las especies
desnaturalizadas térmicamente (Ptitsyn, 1987; Baldwin, 1986). En la figura
2-10 se muestran las curvas de transicién obtenidas por espectroscopia
diferencial a 285 nm y por el cambio de elipticidad a 218 nm, en términos de
la fraccién de proteina desnaturalizada (ecuacién 2-2). La suposicién de que
este proceso ccurre a través de un mecanismo de dos estados se justifica por
la coincidencia de las curvas de transicién estudiadas con las dos técnicas
diferentes (Ghelis y Yon, 1982). La validez de esta aproximacién es respaldada
por el hecho de gue si se representan las mismas curvas con el cambio de la
seflal, por cualquiera de los dos métodos experimentales, a otras longitudes de
onda, se encuentra nuevamente coincidencia c¢on las ya mencionadas (estos datos
no se muestran). Para calcular los cambios de energia libre de la transicién
se utilizaron los valores de fp de la figura 2-10 en las ecuaciones 2-3 vy 2-4.
Las estimaciones de A8Gp a diferentes concentraciones de guanidina (figura
2-11) fueron ajustadas por el método de minimos cuadrados a los modelos de
dependencia lineal [{ecuacién 2-16) y de Tanford (ecuacién 2-17) para
extrapolar el wvalor del cambio de energia libre en ausencia de
desnaturalizante, AGHz? y estimar los parametros correspondientes a cada
modelo. En la tabla 2-IV se muestran los resultados obtenidos de estos

cilculos.

TABLA 2 -1V
Parametros de la desnaturalizacién de GPA inducida por Gu (pH 5.0, 20°C)

H20 1

Método Parametro [Guli 2 (M  aGE%Y (ki mol™ %)
Extrapolacién m=10.2 kJ-mol M' 2.1 21.3
lineal
Modelo de o= 0.12 2.1 28.9
Tanford®

Concentracién de desnaturalizante en el punto medio de la transiclén.

[
Calculado de la ecuacién 2-16. Calculado de la ecuacién 2~17.
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FIGURA 2-11. Métodos de extrapolacién para estimar el cambio de
energia libre de desanturalizacién en ausencia del desnatrualizante.
Los simbolos son idénticos a los de la figura 2-10.




CONCLUS]UNLS DE LOS RESULTADUS EXFERIMENTALES.

Los resultados obtenidos de los experimentos de perturbacién por solvente son
satisfactorios, a juzgar por la colincidencia con los valores estimados de
estudios de reactividad quimica. De esta manera, la molécula de GPA parece
tener un residue de triptofano parcialmente expuesto y dos ocultos; seis
residuos de tirosina expuestos, aproximadamente dos parcialmente accesibles al
solvente vy el resto en el interior de la molécula. Los estudios de Schmid et
al. (1976) parecen sefialar al triptofanc 122 como el que se encuentra en la
superficie molecular. En otros trabajos, se estima la distancia entre la
progesterona unida a la GPA y una de las cadenas laterales de triptofano de
esta proteina, entre 9 y 14 A (Kute y Westphal, 1976); mientras que al menos
uno de los triptofanos parece encontrarse en un medio con carga neta negativa
(Friedman et al., 1985). La posibilidad de que esta informacidén corresponda a
un mismo triptofano, o bien que sea producida por varios de ellos, se discute

en el andlisis del modelo de la estructura de la GPA.

La banda positiva que se observa en los espectros diferenciales de la
desnaturalizacidén térmica de la GPA, también indica la posibilidad de cambios
en el entorno de una cadena lateral de triptofano, en el cual parece haber una
disminucién de polaridad o un efecto electrostatico., La GPA tiene tres
residuos de triptofano en las posiciones 25, 122 y 160 de su secuencia (Schmid
et al., 1973; Dente et al., 1987). El triptofano 160 se encuentra en una
region de la secuencia que contiene un numerc abundante de cadenas laterales
con carga eléctrica, Incluyendo un residuo de acido aspartico y dos de lisina
en las posiciones 159, 161 y 162, respectivamente. Esto sugiere que un cambio
conformacional en esta regidén podria provocar cambios en el entorno del

triptofano 160.

Por otra parte, si las bandas andmalas se debieran a una disminucién de la
polaridad del medio, el triptofanc responsable deberia encontrarse
iniclalmente expuesto al solvente acuoso. Segun Schmid et al. (1976), el unico
residuc de triptofano reactivoe frente al bromuro de 2-hidroxi-S5-nitrobencilo,
es el 122. La falta de reactividad de los otros triptofanos es interpretada
por Schmid et al. como indicativa de que esas cadenas laterales se encuentran

en el interior de la molécula,
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El perfil de hidrofobicidad de 1a GPA (figura 2-12), construide de acuerdo a)
método de Kyte y Doolittle (1982}, indica que los residuos 122 y 160 se
encuentran en regiones de la securncla de aminodcidos con una hidrofilicidad
mayor que la promedio. En contraste, el triptofano 25 esti ubicado en una zona
hidrofobica; esto sugiere que, independientemente del mecanismo por el cual'se
genera la banda positiva de los espectros diferenciales, la transicién del

estado nativo al intermediarico involucra a los residuos 122 o 160.

La comparacién de los espectros de dicroismoe circular de la GPA y de la BLG
muestra que ambas macromoléculas poseeen aproximadamente el mismo contenido de
estructuras secundarias, donde las hojas B antiparalelas son la estructura
repetitiva mas abundante. Esto apoya la ldea de que la glicoproteina posee una
conformacién semejante a la de las lipocalinas. Por otra parte, existe
evidencia para suponer que la presencia de un ligando especifico, o de las
cadenas de carbohidratos que la GPA posee, no afectan de manera notable la

conformacién de su porcién proteica,

En los estudios de estabilidad térmica y frente al hidrocloruro de guanidina

de la glicoproteina acida «1, se demostré gue en las condiciones estudiadas la
reversibilidad del proceso es casi total. Aunque el analisis de los datos
experimentales indica que durante la desnaturalizacién térmica de la GPA
existe un intermediaric termodinadmicamente estable en concentraciones
apreciables, este intermediario parece tener una conformacién semejante a la
nativa. lLa especie intermediaria tiemne wun contenido de estructuras
secundarias, y un nicleo de cadenas laterales hidrofébicas, similar a las de
la especie nativa, aunque con cambios locales en el entorno de una cadena
lateral de triptofano. La presencia de este intermediario es consistente con
las observaciones calorimétricas reportadas por Halsall y Kirley (1982),
quienes ©proponen dos explicaciones posibles para sus resultados: la
variabilidad de la secuencla de aminoidcidos de la GPA, o bien que esta
glicoproteina posee una regién (que es facilmente perturbada por la presencia
de etancl en el medio) cuyo cambio conformacional casi no afecta la endoterma
calorimétrica. Esta zona podria ser aquella en la que se encuentra el residuo
de triptofano responsable de las bandas diferenciales positivas. Es asi que,
aunque la desnaturalizacidén térmica de la GPA no se ajuste a un mecanismo de
dos estados, los pardmetros termodinamicos calculados de un analisis de van't

Hoff se aproximan a los valores reales de la transicién. Por esto, Yy pese a
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las incertidumbres de gran masnitud inherentes a este tipo de anﬁ]isié. el
valor del ACPh = 8.8 + 4.2 ki-mol 'k} pucde emplearse para estimar Jlos
valores de los parametros termodinamicos a otras temperaturas. De acuerdo a
las ecuaciones 2-14 y 2-15 y utilizando el valor del AHp calorimétrice (493
kJ'-mol-1 a 62°C), la temperatura de maxima estabilidad y el wvalor del AGﬁ a

esta temperatura son de 8.5°C y 21.8 kJ~mol-1, respectivamente.

Al extrapolar a 110°C el cambio de entalpia del preoceso, se cbtiene un valor
de 915 % 200 kJ-mol . El cambio de entalpia especifice, considerando séle la
parte proteica de la GPA (21.5 kbDa), resulta ser de 38 % 8 J-g-l. Este valor
es menor que 54 J-g-l. el cual ez caracleristico de proteinas globulares cuya
estructura es compacta, y es similar al de proteinas con conformaciones poco

empacadas (Privalov, 1979).

Por otra parte, en la desnaturalizacién de la GPA inducida por Gu no se
encuentra evidencia de intermediarios. Con la informacién obtenida de estos
experimentos no es posible concluir si el intermediario observado en la
desnaturalizacién térmica es inestable en presencia del desnaturalizante, o
simplemente no es posible detectarlo bajo las condiciones experimentales. Sin
embargo, la transicioén conformacional parece ser tan abrupta como la de otras
proteinas, al menos en lo gue respecta a la pendiente de la ecuacioén 2-16, m,
que es una medida de la cooperatividad del proceso (Pace, 1975). Los valores
repertados para este paridmetro se encuentran en el intervalo de 7.9 a 16.2
kJ-mol™'-M™' (Green y Pace, 1974), en concordancia con 10.2 kJ-mol -yt para
el caso de la GPA. No obstante, la exirapolacion del cambio de energia libre,
AGHZ? para este proceso fue de alrededor de 25 kJ-mol_f valor apenas superior
al limite inferior de la estabilidad para proteinas globulares en condiciones
fisiolégicas (Privalov, 1979; Pace 1975).

Los resultados del analisis de Tanford (ecuacién 2-17) de la desnaturalizacion
de la GPA producida por Gu, arrojan un valor de a« de 0.12. Este valor
representa el cambio en el grado de exposicién al solvente de los grupos
quimicos de la macromoléculas. Las maghitudes observadas en estudios de
proteinas tipicas se encuentran entre 0.17 y 0.35. En el caso de la GPA, el
valor tan pequefic observado para « podria deberse a que el modelo de dos
estados no describe adecuadamente la transicién, como se ha mostrado en el

caso de la desnaturalizacidén de la cadena ligera de una inmunoglobulina tipo k
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(Rowe y Tanford, 1973). Otra probable explicacién estaria relacionada con que
el cambio en la accesibilidad de los prupos quimicos de la GPA debide a su
desnaturalizacién fuera pequeno. Esto significaria gue, en términos relativos
con otras proteinas, la GPA tuviera una mayor exposicién al solvente de su
estructura molecular nativa, o bien que Jla conformacién desnaturalizada

tuviera ocultos al solvente un mimero mayor de grupos quimicos.

La magnitud de las ©bandas en los espectros diferenciales a altas
concentraciones de guanidina, pueden indicar aproximadamente cuantos residuos
de tirosina y triptofano pasan del medio hidrofébico, del interior de la
proteina, al solvente acuoso durante la desnaturalizacién; suponiendo que la
exposicién de estos residuos causaran diferencias de absorcién molar de -700 y
-130 Mlem? a 285 y 292 nm, respectivamente, para el caso de la tirosina,
mientras que para el triptofanc fueran de ~1190 y -1690 M 'cm ' (nuevamente a
285 y 292 nm) (Donovan, 1969; Herskevits y Sorensen, 1968), el espectro
diferencial de la GPA seria producido por la exposicién de aproximadamente dos
triptofanilos y tres tirosinilos. Esto implica que, en lo que respecta a estas
cadenas laterales aromaticas, la exposicién es practicamente total, pues se
menciondé anteriormente que la estructura nativa de la GPA tiene dos

triptofanos y aproximadamente tres tirosinas internas.

En contraste, la interpretacién de que el valor pequefic del parametro «
(ecuacién 2-17) es debido a que la GPA nativa tiene una fraccién de grupos
quimicos expuestos al solvente mayor que otras proteinas, es apoyada por la
gran hidrofilicidad del fragmento carboxilo terminal generado por bromuro de
cianogeno {lkenaka et al., 1972). En la figura 2-12 se puede observar que los
Ultimos aminocdcidos en 1la secuencia de la glicoproteina poseen alta
hidrofilicidad.

Puede describirse la estructura nativa de la GPA como una molécula con una
regién poco empacada, es decir, con un plegamiento menos compacto que el del
resto de la cadena. Esto podria explicar simultadneamente la presencia de la
banda andmala en la desnaturalizacién térmica y la aparente gran accesibilidad
del solvente a la estructura nativa. Esta zona de plegamiento laxo podria
estar localizada en el segmento del amincacide 122 al extremo carboxilo
terminal, en donde no se encuentran cadenas de carbohidratos unidos a la parte

proteica de la GPA y la polaridad de las cadenas laterales es muy alta.
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CAPITULO 3.
ANALISIS TEORICO DE LA SECUENCIA DE AMINCACIDOS.
METOROS.
En el presente capitlulo se ha preferide emplear en algunas ocaslones las
abreviaturas de una sola letra para los aminocacidos (Apéndice II):; esto debido
a la frecuencia y cantidad de referencias a diferentes residuos, necesaria
para la descripcién de los resultados que se exponen. Para la traduccién de

codones, se empled el cédigo genético universal (Jukes, 1978).

Analisis tecorico de la composicidn de aminoadcidos. lLa prediccién de la clase
estructural a partir de la composicién de aminoadcidos (Nakashima et al.,
1986), emplea los resultados del analisis de 135 proteinas con estructura
tridimensional conocida. lLa composicién de estas proteinas se expresé en un
espacio de dimensidén 20, en donde cada eje ortogonal corresponde a un
aminoacido. Los autores del método examinaron el patrén de distribucién de las
proteinas en este espacio respecto a las cinco clases estructurales: o, 8,
/B, a+B e irregular, segin la clasificacién propuesta por Levitt y Chothia
(1976). Encontraron que los porcentajes de aminoacidos constituyentes de las
proteinas de las clases «, § y «/B se localizan en diferentes regiones del
espacio multidimensional, lo cual permite la clasificacién estructural de una
proteina a partir de la composicién de aminodcidos. Sin embargo, los puntos
que representan a las proteinas con estructuras de 1los tipos a+f e
irregulares, se encuentran en regicnes ampllamente dispersas en el espaclio
multidimensional, y se traslapan con las zonas correspondientes a otras clases
estructurales (figura 3-1la, pagina 50). Nakashima et al. desarrollaron
entonces un método sencillo para predecir el tipo de doblade de una proteina
con una exactitud del 70%. Para cada amincédcido (i) de una proteina (j) se
calcula una composicién normalizada af(i,j):

c(i, 1) - prom(i)
(1)

a(i, h = (3-1)

donde c(i,j) es el porcentaje del aminodcido (i) en la proteina (j); prom(i}
es la composicién promedio del aminoacido (1) en la base de 135 proteinas y
(1) la desviacién estédndar de este ultimo valor., Empleando las composiciones
normalizadas, el método calcula las distancias entre pares de puntos del

espacio de compogiciones utilizando la siguiente expresién

20 )
dij, k) = J/[ Z (a,y - a(hk!)z (3-2)

i=1
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en la que Jos indices )} y x ldentificen cada uno de los puntos; éstos
pertenecen a la composicion de la proteina en estudio (j) y al origen de los
ejes o a los centros de las regiones de las diferentes clases estructurales
k). 51 la distancia al origen del punto correspondiente a la proteina en
estudio es mayor a 11 unidades, se le asigna a esta macromolécula la clase

irregular. En caso contrarioc, se le asigna la clase estructural cuyo centro

esté mas cercano.

Perfiles de hidrofobicidad. La hidropatia se ha definido como la tendencia
hidrofilica o hidrofébica de la cadena lateral de un aminoacido dado. En el
metodo utilizado, se asigna un determinado valor de hidropatia a cada residuo
de la secuencia de la proteina en estudio; a continuacién, los valores de los
aminocdcidos de un segmento de la cadena se suman, y el resultado se asigna al
residuo central de la zona. Este segmente es desplazade un residuo sobre la
secuencia para calcular el sigulente valor de hidropatia. El proceso continda
hasta haber realizado el calculo en toda la cadena polipeptidica. El numeroc de
aminoacidos involucrados en cada segmento, generalmente un numero impar, es
elegido por el usuario. En el casoc de la GPA, fue empleada una ventana de 7
residuos. Ha sido observade que para proteinas globulares existe una gran
correspondencia entre las porciones internas de la cadena principal y las
regiones dque aparecen en el lado hidrofébico de la linea de hidrofobicidad
promedio, asi como entre las 2onas externas y las regiones del lado
hidrofilico (Kyte y Doolittle, 1982).

Antigenicidad. Se estudla la antigenicidad de los segmentos de la cadena de la
GPA debido a que los sitios de la proteina reconocidos por los anticuerpos se
encuentran necesariamente expuestos al medio, aportando asi informacidén sobre

la topografia de la glicoproteina.

La prediccidon de antigenicidad se realizé con el método desarrollado por Hoop
y Woods (1981). Este se basa en el analisis de la secuencia de aminoacidos
para determinar las regiones mas hidrofilicas. Para ello se emplea una escala
de polaridad, similar a la empleada por Kyte y Doolittle (1982), asignando a
cada aminoacido un valor numérico y promediandolos en cada segmento de seis
residucs de la cadena polipeptidica. En el conjunto de proteinas tomadas como
contrel, los autores encontraron un 100% de correlacién entre las regiones con
el maximo valor estimado de antigenicidad y los sitios realmente reconocidos

poer un anticuerpo.
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Flexihilidad., 1a flevibilidad de 1o cadena polipeplidica tiene relacion con la
localizacion de segmentor de ¢sta gue sean reconocidos por anticuerpos, es
decir, regiones expuestas al sulvente. Para el desarrollo del método, Karplus
y Schulz (1985) emplearon una base integrada por 31 proteiﬁas de estructura
conocida con una resolucion de al menos 3 A, que tuviesen mas de 30 residuos y
que no presentaran homologias entre ellas mayores al 50%. Come medida de la
flexibilidad de las cadenas polipeptidicas, consideraronh los factores de
temperatura (B) de los carbonos o en las estructuras cristalograficas. Estos
factores representan la dispersion de cada Atomo a partir de su posicién
promedio. A continuacién establecieron una clasificacién de los 20 diferentes
aminoacidos, de acuerdo al promedio de sus factores de temperatura en la base
de datos, separandolos en rigidos (A, C, F, H, I, L, M, V, Wy Y) v flexibles.
Finalmente, se calcularon los promedios del factor B independientemente para
cada tipo de aminoacido que tuviese 0, I, 6 2 vecinos rigidos en la cadena
polipeptidica. Esta Gltima escala permite estimar la flexibilidad de 1la
proteina en la n-ésima posicién de la secuencia por el promedio pesado de los
valores correspondientes a cada residuo en la regién n-3 a n+3, utilizando

como pesoc los siguientes valores: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 0.75, 0.5 y 0.25.

Probabilidad superficial. EY método de Nishikawa y Ooi (1986} permite estimar
la posicién radlal de una zona de la cadena respecto al centro geométrico de
la misma. Se define esta posicién con base en el numero de carbonos a que
rodean a cada aminoicido en una esfera de 14 A de radio; este numero es una
medida del grado de exposicién al solvente y se relaciona con su distancia al
centro de masa de la molécula. En este procedimiento, los autores emplean 92
proteinas para generar un conjunto de parametros. Con éstos, se estima la
posicidén radial de cada residuc sumando las contribuciones de los nueve

aminoacidos adyacentes a cada lado de €1 mismo:

j=+9
Nbﬂ = )ngp(hi+j) (3-3)

en donde N14i es el numero estimado de carbonos « en la esfera de 14 4
alrededor del aminodcido i1 y p es el parametro correspondiente al residuc en
la posicidn i+j de la secuencia, tomando en cuenta su posicidén relativa j

respectic al aminoacido i.
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Prediccion de estructuras secundarias. Ha sido establecido que la exactitud en
la prediccién de la estructura secundarja de una proteina aumenta al utilizar
simultaneamente varios métodos predictivos (Fasman, 1989). Peor esta razon, en
el presente trabajo fueron empleados tres criterios para estimar la posicién

de estas estructuras con base en la secuencia de aminoacidos.

El procedimiento de Novotny y Auffray (1984) consiste en el analisis de un
conjunto de curvas que pueden emplearse para predecir la estructura secundaria
de una proteina: a) la propensién de cada regién de la cadena a formar hélices
«, hojas B y giros, de acuerdo a los parametros de Chou y Fasman (1978); b) el
perfil de hidrofobicidad empleando la escala de Rose y Roys (1980) y un
criterio de suavizado de la curva con una ventana mévil de siete puntos:

Ni = /N5 *+ 3{2(Ni-1 + Nier) +2?1—2 + Nis2] + 2(Ni-3 + Ni+3) (3-4)

en donde N representa el valor de hidrofobicidad correspondiente a la posicién
de la secuencia que marca el subindice; c¢)} las posiciones de los residuos
cargados (D, E, H, K y R). El numero de ciclos de suavizado recomendado por
los autores es de 0 a 1 si se desea obtener detalle del perfil dentro de cada
estructura secundaria, o de 3 a 6 para la Jlocalizacién de los elementos

principales de la estructura secundaria.

El método de Garnier et al. (1978) ha mostrado tener wuna exactitud de
aproximadamente 574 al aplicarse a proteinas con estructura conocida (Busetta
y Hospital, 1982; Kabsch y Sander, 1983}, valor superior al alcanzado por el
método clisico de Chou y Fasman (1978). En este procedimiento de prediccién,
la conformacién de cada amincacide (hélice, ecadena extendida, giros e
irregular) se establece, utilizando los formalismos de 1la teoria de la
informacion, tomande en cuenta la contribucién de los ocho residuos previos y
los ocho posteriores al sitio en cuestidn, independientemente para cada tipo
de estructura secundaria. El usuario asigna los valores a cuatro parametros
(uno para cada conformacién) que son restados del resultade del calculo
anterior para ajustar la prediccién a los valores éptimos. La conformacidén de
cada residuo se asigna segin el wvalor mas alto obtenido para cada tipo de

estructura secundaria.

La probabilidad de gue una porcién de la secuencia se encuentre formande un

giro 3, segin el método propuesto por Chou y Fasman (1979), se calcula como:
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p=fiy x fier) » fie2) x fliem) (3-5)
en donde los valores de f son las frecuencias de ocurrencia de cada aminoacido
en las posicicnes 1, 2, 3 y 4 de un giro . Se predicen como regiones de giros
aquéllas con un valor de p mayor de 7.5 x 10_3, eliminando las regiones (segun
los parametros preopuestos por Chou y Fasman (1978)) que posean un promedio-de
potenciales de formacidén de giro en el tetrapéptido en cuestidéon menor a 1.0 o
menor al promedio de potenciales de formacidén de hélices u hojas B. Ademas, el

tetrapéptido con el menor valor de p dentro de los propuestos es eliminado.

Significacién de alineamientos. Para determinar la significacién o relevancia
de las homologias entre la GPA y las lipocalinas con estructura terciaria
conocida, se aplicd el método propuesto por Needleman y Wunsch (1970) con las
modificaciones sugeridas por Dayhoff (1978) y Feng et al. (1983). En este
sistema, se crea una malriz rectangular cuyas dimensiones estan determinadas
por las longitudes de las secuenclas a compararse. Este arreglo representa
todos los posibles alineamientos de cada aminodcido de una secuencia con los
de la otra, asignando a cada elemento de la matriz el valor correspondiente
segun los datos de la matriz MDM-78 propuesta por Schwartz y Dayhoff (1978)
para la comparacion de pares de aminodcidos. Una vez concluida la etapa
anterior, la matriz se transforma en un conjunto de valores acumulativos al
sumar el maximo valor de los elementos de la matriz inicial a los que se
encuentran a la derecha en los renglones inferiores. Una trayectoria sobre los
valores de la matriz acumulada, gue inicia en el primer elemento del primer
renglén, y se dirige diagonalmente hacia el elementoc opuesto, representa un
alineamiento posible, y el valor obtenide al final de la trayectoria es el
puntaje o marcador de ese alineamiento. 8i la trayectoria se aleja de la
diagonal, se preduce una insercién de aminoacides en una de las secuencias; el
numero de inserciones se controla por un parametro de penalizacién (P) que el
usuario asigna y se resta del puntaje del alineamiento por cada insercién.
Para evitar la presencia de inserciones exageradamente grandes, el usuario
otorga un valor al paradmetro de tendencia (T} que disminuye el puntaje por
cada sitio en las inserciones. El puntaje del alineamiento (M)} es comparado
con la distribucién estadistica de un conjunto de puntajes, que se calculan de
los alineaminetos de una serie de proteinas con la misma composicién vy
longitud que las estudiadas, pero con secuencias diferentes. Estas secuencias
se generan cambiando aleatoriamente la posicidén de los aminoicidos de las

proteinas originales. A partir del conjunte de puntajes descritos
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FIGURA 3-1 a) Esquema del espacio de composiciones proyectado en un
plano. El eje de las abscisas representa el caracter helicoidal de
las composiciones de aminodcidos y el de las ordenadas esta
relacionado con la tendencia a formar hojas B. Los triangules
sefialan las posiciones de las proteinas irregulares, y el origen
corresponde a la composicién promedio. b) Significacién en el
marcador o puntaje del alineamiento entre dos proteinas (M) en base
al promedic de ellos (Mp) para las secuencias aleatorias, y la
desviacién estédndar (DE). c) Representacidén de la secuencia de
aminodcidos para el andlisis de nicleos hidrofébicos.




anteriormente, se calculan el valor promedio, Mp, y la desviacién estandar,
DE. Finalmente, la significacién del alineamiento, SJG, se calcula en unidades

de desviaciones estandar segun la expresiom:

SiG = Mo M (3-6)
DE
El valor obtenido representa la diferencia en el marcador del alineamiento de
dos proteinas, respecto al esperado de un par de ellas sin homologia entre si,
pero con la misma composicidén y longitud {(figura 3-1ib). Un valor para SIG de
3.0 se utiliza cominmente para considerar que un par de proteinas tienen
homologia estructural. El criterio empleado en caso de que no exista evidencia
independiente de similitud entre las proteinas es que SIG sea mayor de 5.0
desviaciones estandar. los autores del método recomiendan utjlizar un minimo
de 100 comparaciones de secuencias aleatorias para obtener resultados

confiables estadisticamente.

Alineamiento. Se emplearon diferentes procedimientos para alinear secuencias
de aminoadcidos; en todos ellos se utilizan parametros que el usuario asigna
para controlar el nimero y la longitud de las inserciones. El propuesto por
Myers y Miller {1988} calcula inicialmente un wvalor optimec de alineamiento
para las secuencias completas. A continuacién toma el aminodcide central de
una de las proteinas y lo ajusta, comparandolo con los aminodcidos de 1la
segunda, hasta obtener el maximo valor posible. En cada mitad de la secuencia
el proceso se repite; y posteriormente en cada cuarta parte. Este movimiento
de fragmentos de proteina sobre los de una segunda secuencia, continda hasta
que todos les aminodcides han sido alineados. Los valores del alineamiento
entre cada par de residuos son tomados de la matriz de comparacién MDM-78

propuesta por Schwartz y Dayheff (1978) con base en la mutabilidad de cada

aminoacido.

Otro método de alineamiento empleado en este trabajo, es el de Higgins y Sharp
(1988), el cual emplea la misma matriz de comparacién de aminoacidos (MDM-78)
que se mencioné en el parrafo anterior. Este método permite estudiar
simultaneamente varias secuencias de aminodcidos, alinedndolas por pares de
uha manera muy semejante a las descritas previamente, y construyendo después
un dendrograma o arbol taxonémico con base en los datos de similitud. El grupo
de secuencias se alinea empezando con las mas semejantes y continda hasta

incorperar a todas las proteinas en el alineamiento,
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Nicleos hidrofébicos. El procedimiento de Gaboriaud et al. (1987) para la
comparacién y alineamlento de secuencias de proteinas se basa en el andlisis
de nucleos hidrofébicos; éstos se determinan en un arreglo bidimensional de la
secuencia de aminoacidos. E] método ha probado ser sensible aun en los caéos
en que las proteinas comparadas posean homologia muy pequefia. La
representacion de los aminoacidos se realiza en una serie de renglones, en las
posiciones que ocuparian sl la secuencia se enrcollara en una hélice a clasica
con 3.6 residuos por vuelta y se cortara a lo largo del eje. La secuencia
sobre el cilindro formado coincide en el mismo rengldon al cabo de 5 vueltas, o
sea, 18 residuos. La misma serie de renglones se coloca de manera contigua
para facilitar el analisis, pues al desdoblar la superficie del cilindro se
alejan algunos aminoacidos consecutivos en la secuencia (figura 3-1c)}. En esa
representacion, los residuos hidrofébicos contiguos se denominan micleos
hidrofébicos. Se definen como contiguos en el planoc al aminoicide i, a
aquellos residuos con posiciones it4, i*3 e j+l1. Se consideran hidrofébicos
los residuos de I, L, F, W, M, Y y V; como rompedor de nucleos a la P y como
miméticos a la A y la C, es decir, sdlec se consideran hidrofdébicos si se
encuentran en un ambiente no pelar. Una vez representadas las dos secuenclas
de aminoacidos a alinear, se buscan las semejanzas entre los patrones de
nicleos hidrofébicos de las dos proteinas, considerando no sélo su posicién en
la secuencia sino su tamafio, forma y orientacidén. Un alineamiento adecuado,
segin este procedimiento, es aquél que incorpora inserciones o pérdidas de

aminoAcidos en las regiones hidrofilicas ¢ cercanas a residuos de P o G.

Proyecciones helicoidales. Esta representacién de segmentos de la secuencia de
aminoacidos de una proteina permite visualizar la posicién de las cadenas
laterales, tal como se orientarian en una hélice a vista a través de su eje.
Esta proyeccién de hélices en dos dimensiones fue propuesta por primera vez
por Shiffer y Edmundson {1967), y consiste en dibujar un circulo sobre el que
se representan las cadenas laterales de los aminoadcidos que integran la
posible hélice, separados por un arco de 100°, considerando que existen 3.6
residuos por vuelta. También es posible calcular la hidrofobicidad promedio
del segmentc analizado y el momento hidrofobice de la proyeccidén de la hélice

segin el sistema de Eisenberg et al. (1982).
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COMPOSICION Y SECUENCTA.

La secuencia de aminoacidos de la glicoproteina acida et humana fue obtenida
por Schmid (1973; Ikenaka ¢! al., 1972} hidrolizando la cadcna polipeptidica
con bromuro de clandgeno, tripsina y quimotripsina, 'seguida de la
secuenciacion de los fragmentos y de su sobreposicion para construlr la

secuencia {inal. En ese lrabajo se enconird que la parte proteica de esta
glicoproleina estaba formada de 181 aminoacidos, de los cuales 21 sufrian
reemplazo. Las dos variantes de la GPA fueron encontradas en una proporcion de
3 a !l (lkenaka et al., 1972; Denle el al., 1985). En otros estudios, se han
reportado otras wvariantes que en menores proporcicnes integran esta
glicoproteina. No debe olvidarse que una fuente de la microheterogeneidad de
esta macromolécula reside en la parte constituida por carbohidrates. Por esta
razén no puede asegurarse que tales variantes menores contengan nuevos
reemplazos de aminoadcidos. Estudics mas reclientes sobre la estructura primaria
de la GPA, en los que se han secuenciado los genes que codifican a esta
proteina (Dente et al., 1985; 1987}, muestran la existencia de tres genes
organizados en seis exones. Dos de éstos son idénticos entre si; el tercero
difiere de los anteriores cambiando la naturaleza de 22 de los 183 aminocacidos

que integran a la GPA.

®
7
NHQ(’]
CH2 CH'__)
/N

?Hg 0 N O=C’] (I:HQ (”)

HyN—CH—C— HN—CH—C—
ACIDO GLUTAMICO ACIDC PIRROLIDONCARBOXILICO

FIGURA 3-2. Condensacién de la cadena lateral de wun residuo de
acido glutamico con su grupo amino libre para formar un residuo
de acido pirrolidoncarboxilico o piroglutamico.

En este trabajo se eligié la secuencia deducida del gen A de la GPA por ser la
variante mas abundante, ademas de que la informacién obtenida de los acidos
nucleicos es mas confiable que lz secuenciacion de péptidos. Por esta razén,
las referencias en este trabajo respecto a la secuencia de la GPA, involucran

a los 183 aminodcidos reportados por Dente et al. (1985), salvo cuando
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explicitamente se mencione la variante B obtenida del gen menos expresado. En
ambos casos se usa como primer amincacido el Acido glutamico condensado, con
el que se forma un residuo de acido piroglutamico o pirrolidoncarboxilico (X
en las abreviaturas empleadas en este trabajo; figura 3-2). 'La numeracién de
los amincacidos de la GPA utilizada aqui, coincide con la de Dente et al.

{1985].

En la figura 3-3 se muestran diferentes esquemas de la estructura de la GPA;
la cadena polipeptidica se representa con linea continua, y en ella pueden
apreciarse las cinco cadenas de carbohidratos unidas a los residuos N15, N38,
N54, N75 y N85, asi como los puentes disulfuro que unen la C5 con la C147 y la
C72 con la C164 (figura 3-3a). Por otra parte, se muestran (figura 3-3b) las
diferentes posiciones de los carbchidratos (*), los reemplazos de aminocacidos
(]) y las uniones entre exones del gen de la GPA (T}. En esta figura (3-3b)
puede aprecliarse también que las cinco uniones de carbohldratos a la cadena
polipeptidica de la GPA se localizan en la mitad de la cadena que corresponde
al extremo amino; estos carbohidratos se encuentran separados por una
distancia de 23, 16, 21 y 10 residuos de aminodcidos en 1la estructura
primaria. Ademds, la segunda mitad tiene una gran cantidad de residuos
cargados; la GPA presenta una elevada sclubilidad, aun en estado
desnaturalizado, caracteristica que le confieren tanto los carbohidratos
unidos a la primera mitad, y en especial el acido sialicoc, como la gran
cantidad de cargas eléctricas de la segunda mitad. También destaca la
distribucién de los reemplazos de aminodcido en la cadena; puede apreciarse
una regién de ocho residuos, entre los aminodcidos 110 y 117, donde se
concentran 7 de las sustituciones de cadenas laterales. Otras =zonas con menor
grado de variabilidad se encuentran entre los aminoacidos 70-77, 88-103, y
149-156, donde se observa el reemplazo de 4, 6 y 3 residuos en una zona de 8,
16 y 8 aminocacidos, respectivamente. Las otras sustituciones se encuentran
alsladas en los aminocdcidos 20 y 126 para hacer un total de 22. De estas
sustituciones de aminoacidos, 18 son causadas por el cambio de una sola base
en el coddn correspondiente, mientras que las dos restantes necesitan del
cambic en dos de las tres bases del codén para cambiar el aminoicido de esa
posicién. En la figura 3-1c se muestra la secuencia de la GPA, y en la tabla

3-1 se resume la informacién sobre las sustituciones en la parte proteica de

esta glicoproteina.
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FIGURA 3-3. Esquemas de la estructura de la GPA. a) Los circulos
sombreados corresponden a las cadenas de carbohidrates unidas a
residuos de asparragina. Las lineas gruesas representan enlaces
disulfuro. b) Posicién de los residuos de carbohidrato (#*),
reemplazos de aminodcidos entre las dos variantes (|) Y uniones
entre exones (7). c) Secuencia de aminoacidos.
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De la tabla 3-1 puede apreciarse que no existe reemplazo de His, Pro y Trp lo
cual estd de acuerde con la baje mutabilidad reportada para estos residuos
{Dayhoff, 1978). Sin embargo Arg, Leu, Phe y Tyr poseen atn menor mutabilidad
y presentan reemplazo. Los amincacidos involucrados con magor frecuencia en
los reemplazos son: Phe con 7 ocasiones, Val con 6, Leu y Arg con 4, y Asp,
Asn, lle y Ser con 3. Los intercambios que ocurren dos veces son Q «» R, D &

N, Feo I, Se>TyF e V.

TABLA 3-1
Sustituciones de aminoicidos en las variantes de la GPA.
Posicion Sustitucién Codones NOm. cambios Bases del codén Exén
GEN A > GEN B
20 GlnArg CAG-CGG 1 2a. |
70 Asp-Asn GAC->AAC 1 la. 111
73 1le>Phe ATC>TTC 1 la. II1
76 Thr-Ser ACC-TCC 1 la. I1I
77 Thr-Ser ACCSAGT 2 2a. y 3a. 111
88 IlesVal ATC-GTC 1 la. 111
92 Val-Glu GTGGAG 1 2a. Iv
95 Gln-Arg CAA-CGA 1 2a. v
98 Phe-Val TTC>GTT 2 la. y 3a. v
101 Leu-sAsn TTGCTG 1 la. IV
103 Ile-sPhe ATC»TTC 1 la. v
110 Tyr-Leu TACSTTG 2 2a. y 3a. Iv
112 Leu»Phe CTT-TTT 1 la. Iv
113 AlasGly GCT-GGT 1 2a. Iv
114 FPhe-sSer TTT->TCC 2 2a. y 3a. Iv
115 Asp-Tyr GAC-TAC | 1 la. IV
116 Val-leu GTG-CTG 1 la. Iv
117 Asn-Asp AACSGAC 1 la. v
126 Val-Phe GTC-TIC 1 la. Iv
i 149 Arg-Cys CGC-TGC 1 la,
152 LysoArg AAGSAGG 1 2a.

156 ValsMet GTGSATG 1 ' la. v
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la composicién de aminodcidos de la GPA y de otras 15 lipocalinas se mucotra
en la tabla 3-I1. En ésta puedc apreciarse que el nimero de residuos de
cisteina presentes (y, por lo tanto, de posibles puentes disulfuro) es, a
excepcién de la PBP que carece de ellos, mayor o igual a doé; y en el 70% de
las secuencias, mayor o igual a cuatro. Esto sugiere que, aunque el numero de
puentes disulfuro tiende a conservarse en la familia, no es una caracteristica
indispensable para la estabilidad estructural. En el caso de los residuos de
prolina, los cuales han mostrado intervenir en el mecanismo de doblado de
diferentes proteinas (Schmid, 1992}, se observa una variacién desde uno hasta
12 residuos. Esto parece indicar que los residuos de prolina no son esenciales

en el mecanismo por el cual se adguiere la confermacion nativa.

En la figura 3-4 se representa la frecuencia de aparicion de los veinte
aminoacidos en diferentes conjuntos de proteinas. Se muestira la composicidn en
proteinas de vertebrados (excluyvendo las humanas), de humanos (Doolittle,
1989) ¥y en las secuencias de las lipocalinas de la tabla 3-II, excluyendo la
GPA, la cual se exhibe independientemente. Se observa gque la glicoproteina
contiene un nimerc menor de residuos de L, A, G, 5, V, H, y M que los
promedios de otras proteinas, incluse que el conjunto de 15 lipocalinas ya
mencionado. Por otra parte, la glicoproteina presenta en su secuencia, mayor
cantidad de residuos de E, T, Q, F, ¥y Y que los promedics de los conjuntos
mostrados. Al agrupar los diferentes aminocdcidos de acuerdo a sus
caracteristicas hidropaticas (tabla 3-II y figura 3-4) y realizar nuevamente
las comparaciones, resulta que el conjunto de lipocalinas no se aparta
notablemente de los ©porcentajes correspondientes a las proteinas de
vertebrados o humanos, salvo por un aumento moderado en aminodcidos aromaticos
y acides. En el caso de la GPA, se observan acrecentadas estas mismas
diferencias, aunadas a la disminucién de residuos alifaticeos, por una parte, y
al aumento en el numero de amincdcidos polares, por la otra. La GPA contiene
un mayor numero de aminoacidos polares {y sobre todo acidos) con un aumento en
el porcentaje de residuos aromaticos que, tal vez, compense la disminucién en

la cantidad de cadenas laterales alifaticas.

Aplicando el método de Nakashima et al., puede predecirse el tipoc de
plegamiento general de una proteina a partir sdlo de su compesicién. La tabla
3-III muestra los resultados del analisis de la secuencia completa de la GPA vy
de la aplicacién del método a dos segmentos de esta proteina: 1-130 (GP1} vy

129-183 (GP2). Comoc se describira mas adelante, se predice que existe un
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FIGURA 3-4. Composicién de aminodcidos de diferentes grupos de

proteinas [vertebrados (®), humanos {x) y lipocalinas (#]] y de 1la
GPA (m). También se muestran los porcentajes de aminodcidos acidos
(b, E; -

), basicos (H, K, R; +), aromaticos (F, W, ¥; a), alifaticos
(A, I, L, M, V; r}), polares (Q, N, S, T; p), cargados

(dcidos + bdsicos; c), hidrofébicos (aromdticos + alifaticos; o) e
hidrofilicos (cargados + polares; i}.




numero alto de hojas B en el primer segmento y hélices en el segundo. las
clasificaciones que se obtienen en estos analisis asignan a la secuencia de la
GPA la clase o+B3, al igual que a la proteina transportadora de bilina (PTB) vy
a la insecticianina (INS)}, dos de las lipocalinas con estructura conocida. En
el caso de los segmentos GP1 y GPZ, su composicién los clasifica como a+B y «,
respectivamente; esto indica que los amincacidos en el segmento GPZ son
tipicamente helicoidales, Sin embargo, en el caso de la transportadora de
retinol (PTR} y de la fB-lactoglobulina (BLG), las cotras dos lipocalinas cuya
estructura tridimensional ha sido determinada, se asignan las clases a/f v «,
respectivamente. No debe olvidarse que las regiones de cada clase estructural

en el espacio de composiciones, se traslapan sensiblemente (figura 3-1a).

TABLA 3 - 111

Clasificacién estructural en base a la composicién de aminoacidos.
CLASE AGP GP1 GP2 PTB INS PTR BLG
Origen 3.98 4.64 7.48 5.81 3.72 3.61 3.82
o 4.69 5.63 7.15 6.08 3.73 4.04 3.57
< 4.89 5.23 8.43 6.03 4.29 4.28 5.17
a/fB 4.55 5.28 7.53 5.70 3.85 3.82 3.88
a+f 4.40 4.47 8.58 5.16 3.72 4,92 5.69
Irregular 8.36 9.12 9.55 9.05 2.05 7.78 7.89

Asignacién: at+3 o+5 © o+ o+ a/fB «

Como puede observarse de los perfiles de la figura 3-5a, la estructura
primaria de la GPA muestra zonas de alta hidrofobicidad, alternadas con
regiones polares, y un segmento de gran hidrofilicidad, debida a la
concentracién de aminoacidos con carga eléctrica (11 de 15 residuos) en el
extremo carboxilo. Los perfiles de las otras lipocalinas, aunque también
alternan porciones hidrefilicas e hidrofébicas, presentan gran variabilidad en
sus patrones, sobre todo en la intensidad de los picos. Como se mencionéd, las

cadenas de carbohidratos de la GPA se unen a la parte proteica en cinco
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cadenas laterales de asparagina: N15, N38, N54, N7S5 y N85. lLas posiciones de
estos aminoacidos en la secuencia, como se muestra en la figura 3-3, se
encuentran en la primera mitad de la cadena polipeptidica. Tres de ellos en
regiones marcadamente hidrofilicas y los dos restantes a pocos aminoacidos de

distancia de zonas con esta caracteristica.

En la figura 3-6 se muestran los perfiles de antigenicidad, flexibilidad y
probabilidad superficial para la cadena polipeptidica de la GPA. En estas
graficas destacan las regiones vecinas a los aminoacidos 28, 50, 62, 77, 89,
101, 113, 125, 146 y 158 por presentar valores pequefios de antigenicidad y
flexibilidad, asi c¢omo valores grandes para Ni4a {el namero de carbonos «
cercanos). Los tres criterios sefialan a estos segmentos como internos, al
jgual que el perfil de hidrofobicidad de la figura 3-5a. De manera
contrastante, se observan varios segmentos con alta probabilidad de
encontrarse en la superficie molecular, es decir, son zonas muy flexibles y
altamente antigénicas, para las que la estimacién de Nia es pequefia. Estas
porciones de la secuencia se encuentran alrededor de los aminoacidos 22, 34,
55, 68, 85, 95, 106, 119, 133, 152, 163 y 178. Esta informacidén serd de gran
utilidad en la asignacién de estructuras secundarias y en el alineamiento con

una de las lipocalinas caracterizadas estructuralmente.

Estudiando el alineamiento de las secuencias de las glicoproteinas acidas w1
- humana, de rata, de conejo y la porcidén conocida de las variantes de la de
ratéon (figura 3~7a), puede observarse que las de fuentes no humanas no
conservan la G23 caracteristica de las lipocalinas, aunque mantienen el resto
de la huella digital. La glicoproteina de rata no posee el puente disulfuro
C5-C147, pero todas las secuencias conservan el C72-C165. Otra caracteristica
es que algunos sitios de N-glicosilacién o no estan presentes o se encuentran
en diferente posiciones de la cadena. Comparande por pares la secuencia de la
variante A (Humana 1) con las de otros organismos, se encuentra la mayor
homologia con la glicoproteina de conejo (104 aminoadcidos idénticos = 56.8% y
23 similares = 12.6%, sin necesidad de inserciones}, mientras que la seme janza
menor es con la glicoproteina acida w1 de raton 1 (62 idénticos = 44.9% de los
138 residuos conocidos, 25 similares = 18.1% y la necesidad de una insercién).
Las homologias son menores si se analiza la variante B de la GPA. En el
alineamiento entre las variantes de GPA y la glicoproteina acida «1 de rata,
se requiere de cuatro inserciones, tres en la GPA y una en la otra secuencia.

Los amincacidos completamente conservados, marcades con un asterisco en la
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FIGURA 3-6. Perfiles de antigenicidad (a), flexibilidad (b) y
. probabilidad superficial (c) de la secuencia de aminodcidos de
la GPA.
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FIGURA 3~7. a) Alineamiento de las secuencias de aminocacidos de la
glicoproteina acida o1 de diversos mamiferos. Los nimeros distinguen
variantes del mismo organismo. Se marcan las posiciones idénticas en
todas las secuencias {x) y las conservadas (+}. b) Estructura de los
genes que codifican lipocalinas. Los rectangulos representan los
exones, se muestra en la parte inferior su tamafio en pares de bases.
Los simbolos O, I y Il indican si el intrén se inserta entre

codones o después de la primera o segunda bages, respectivamente,




figura 3-7a, se encuentran distribuldos en toda la secuencia, por lo que se
puede afirmar que todas estas glicoproteinas mantienen las caracteristicas de
la GPA, en particular wun segmente rico en cadenas laterales con carga

eléctrica en el extremo carboxilo.

La figura 3-7b muestra la organizaciéon de los genes que codifican a algunas de
las lipocalinas. Destaca el hecho de que los cuatro genes poseen el mismo
numero de exones, de longitudes muy similares y que conservan notablemente la
fase, esto es, la posicién entre las tres bases del codén en el cual se
insertan los intrones correspondientes. Esto es una evidencia sdélida para
proponer la relacién entre las macromoléculas estudiadas, sugiriendo que

provienen de una misma proteina ancestral.

PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA.

Respecto a la estructura secundaria de la glicoproteina &cida o1, la figura
3-8 muestra las probabilidades de formacién de hélices «, hojas B y giros para
las diferentes regiones de la cadena principal, empleando diferentes
algoritmos. Es interesante notar que los segmentos de la cadena polipeptidica
22-29, 45-50, 72-81, 87-92 y 109-113 muestran simultaneamente bajo los métodos
de Novotny y Auffray (1984) y Garnier et al. (1978), una alta probabilidad de
encontrarse en conformacién de cadena B, Estas regiones, como se mostraréd en
el alineamiento entre la GPA y la lipocalina elegida como modelo inicial,
corresponden a las porciones de hoja B denominadas A, B, D, E y G en la
estructura de las lipocalinas. Por otra parte, se observa la coincidencia en
las tendencias a formar hélices de las zonas 133-145 y 168-182. Esta dltima,
localizada en el extremo carboxilo de la cadena, es el segmento extremadamente
polar en donde se encuentran diez aminodcidos con carga eléctrica a pH
fisiolégico: seis residucs de acldo glutamico, tres de lisina y uno de

arginina (ademas de dos residuos de glutamina y uno de histidina).

La prediccidn de gires 8 en la cadena de GPA (figura 3-8} asigna la maxima
probabilidad a los residuos TPNK (52-55), en donde se localiza uno de los
cinco sitios de glicosilacién, y probabilidades altas de encontrarse en esta
conformacién a los segmentos 38-41, 68-71, 83-86, 92-95, 106-109, 117-120,
130-133 y 151-154. Estas regiones parecen estar en el exterior de la molécula,
a Jjuzgar por los perfiles de hidrofobicidad y predicciones superficiales de
las figuras 3-5 y 3-6., La asignacidn general de estructuras secundarias en la

GPA, se asemeja a lo propuesto hace mas de 15 afios (Aubert y Locheux-Lefebvre,
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FIGURA 3-9. Segmentos con homologia interna en la GPA (a)}, homologia
de la GPA consigo misma (b) y con las inmunoglobulinas (c, d), los
dominios extracelulares del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (RFCE) (e) y la cadena a« de la haptoglobina (HAP) (f).
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aseme jan a los aminoacidos del extremo amino de la cadena ligera tlpo x de la
inmunoglobulina G {Schmid et al., 1973), zona que contiene parte del segmento
variable y una region hipervariable (Davies y Padlan, 1975}. Los residuos del
77 al 125 de la GPA son homdlogos con una region del tercer dominio constante
de la inmunoglobulina H (lkenaka et al., 1972), y los residuos 112 a 132 con
la cadena o de la haptoglobina (Ikenaka et al., 1972; Schmid, 1972). Ademas,
se ha reportado semejanza de la GPA con los dos dominios extracelulares del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (Toh et al., 1985); algunos de
estos receptores han mostrado tener homologia con los miembros de la familia
de las inmunoglobulinas. Por otra parte, hace alrededor de 4 afios, se encontro
seme janza entre el patrén de plegamiento propuesto para esta glicoporoteina
(Ro jo-Dominguez, 1988} y las proteinas transportadora de retinol y
B-lactoglobulina. Tal similitud fue apeyada al comparar las secuencias de
estas macromoléculas y encontrar algunas zonas con homologia. En esas fechas,
otros investigadores empezaron a encontrar de manera independiente, diferentes
secuencias de proteinas que tamblén poseian semejanza en estructura primaria
con las que se acaban de mencionar. Pervaiz y Brew (1987) publicaren un
trabajo donde no sélo incluian a la GPA en este grupo, sino gque ademas
asignaron a este conjuntoc de proteinas el nombre de lipocalinas.
Posteriormente, se conocié por difraccién de rayos X la estructura de otras

dos proteinas de la familia; dos insecticianinas.

Homologia con las lipocalinas. Al comparar la secuencia de la GPA con las
secuencias conocidas, se observa que esta glicoproteina posee cerca del
extremo amino la  huella digital, o© sgecuencia caracteristica de las
lipocalinas: [DENST]-X-X-X-[LIVFY]-X-G-X-W-[FYWRH]- X-{LIVM]. La relacién
entre la GPA y las lipocalinas habia sido propuesta anteriormente
(Rojo-Dominguez, 1988; Pervaiz y Brew, 1987). Los miembros de esta familia
poseen una sola cadena polipeptidica con un numero de aminoacidos entre 160 y
190, y la capacidad de unir ligandos hidrofébicos en su interior. Actualmente,
se conocen mas de cuarenta secuencias de lipocalinas (Nagata et al., 1991;
Boguski, 1992), sin embargo, se ha determinado la estructura cristalina para
s6lo cuatro de ellas: la transportadora de retinol (TRR) (Cowan et al., 1990),
la B-lactoglobulina (BLG) (Ménaco, et al., 1987), la insecticianina (INS)
(Holden et al., 1987) y la proteina transportadora de bilina (PTB) (Huber et
al., 1987a,b). Al comparar las estructuras de estas proteinas, se observa que

a pesar de la baja homologia en secuencia, su arquitectura se conserva: un
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barril (o caliz) formado por ocho cadenas B antiparalelas y una hélice en su
extremo carboxilo (figura 3-10)}. En el presente trabajo, las cadenas 8 seran
denominadas en los sucesive con letras mayusculas, de la A a la H, seguin el
orden de aparicién en la secuencia de aminodcidos. La tabla’'3-IV contiene un
resumen de las caracteristicas de algunos miembros de esta familia. Se-ha
sugerido que el estudio de la variabilidad en las secuencias de los miembros
de una familia homdéloga aporta mayor informacion que el analisis en pares de
ellas (States y Boguski, 1991). $in embargo, en el casc de las lipocalinas,
esto es particularmente dificil debido a la poca conservacidn de patrones

caracteristicos.

Aunque la GPA posee la secuencia caracteristica de las lipocalinas, asi como
un patrén de enlaces disulfuro similar, la capacidad de wunir ligandos
hidrofébicos, y un numero de aminoacidos semejantes a las de las lipocalinas
conocidas, su homologia se encuentra en el umbral o inclusc, ligeramente por
debajo de lo que se consideraria estadisticamente significativo. Sin embargo,
dada la conocida degeneraciodon del cédigo de doblade para esta familia, y la
serie de argumentos experimentales mencionados previamente, se puede afirmar
que la GPA pertenece a este conjunto de proteinas y que conserva el patrén
estructural determinado por difraccién de rayos X en cuatro de las
lipocalinas. Uno de estos argumentos experimentales se menciond en el capitulo
anterior, y consiste en la semejanza en estructura secundaria entra la GPA y
una de las lipocalinas con estructura tridimensional conocida: la
B-lactoglobulina. Otro fundamento de gran peso en favor de la estrecha
relacién entre la GPA y las lipocalinas, es que los genes que las codifican
poseen la misma organizacién (Girotti, 1992); esto es, la estructura de exones
e Intrones en los genes de lipocalinas caracterizadas es idéntico a la de los
genes de la glicoproteina acida o1, tanto de humano (Dente et al., 1987} como
de rata (Liaoc et al., 1985; Reinke y Feigelson, 1985) y de conejo (Ray y Ray,
1992). Esta evidencia permite suponer que la estructura tridimensional de 1la
GPA puede ser modelada tomando como punto de partida la arquitectura de una

lipocalina, efectuando un alineamiento apropiade entre las secuencias de

aminodcidos de ambas proteinas.

Analisis topoldgico entre las lipocalinas y las inmunoglobulinas. Es conocido
que la arquitectura de los miembros de la familia de las lipocalinas, al igual
que la de los deminios de las inmunoglobulinas, esta basada en dos juegos de

hojas-f8 antiparalelas colocadas una =sobre la otra (figura 3-10).
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FIGURA 3-10. Esquemas de las estructuras tridimensionales de las

lipocalinas




PTB y detalle de la cavidad PTR Yy regiones cercanas
que alberga al ligando al retinol

FIGURA 3-10. Esquemas de las estructuras tridimensionales de las
lipocalinas (continuacién).
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TABLA

3 -1V

Propiedades fisicas de algunas lipocalinas conocidas.

Proteina MM # Fuente Ligando
Glicoproteina 21560 183 Plasma humano farmacos,
acida s esteroides
Receptora de olor 18212 158 Epitelio nasal, rata moléculas
fragantes
Microglobulina w2z 18472 160 Higado, rata .
Principal urinaria 18437 160 Higado, ratén *
de Bowman 18661 164 Epitelio nasal, rana moléculas
fragantes
Transportadcora de 20957 182  Higado humano retinol
retinol
Apolipoproteina D 19303 1692  Plasma humano colesterol
Insecticianina 21379 189 Hemelinfa, insecto biliverdina IX
Transportadora de 19676 173 Hemolinfa, insecto pigmentos
bilina
Andrégeno 18480 166 Epididimo, rata *
dependiente
Microglobulina e 20433 181 Plasma y orina retinol
o humanos
B-Lactoglobulina 18281 162 Suerc de leche bovina retinol
Purpurina 19538 175 Retina, pollo retincl,
heparina
P14 18784 162  Placenta, humano .
Afrodisina 17232 151 Hamster feromonas
Cadena y del 20327 182 Plasma humano bd

complemento 8

M M, masa melecular; #, numero de aminoacidos:; *

3

atn

no determinado
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Las inmunoglobulinas son un conjunto de proteinac con una gran variabilidad en
su secuencia de aminoacidos. Se acvepla gue el namero dé mutaciones puntuales
por cada 100 residuos en un periodo de 10 millones de afios es mayor de la
centena (Wilson et al., 1977): en el conjunto de proteinaé analizado, esta
mutabilidad es alcanzada so6lo por las toxinas de veneno de serpiente, y son
seguldas muy de lejos por otras proteinas. La estructura basica de una
molecula de inmunoglobulina es una Y, compuesta de cuatro cadenas, dos ligeras
y dos pesadas, unidas entre si por puentes disulfuro. En realidad, 1la
estructura compleja de las moléculas de inmunoglobulina puede simplificarse al
notar que esta formada por 12 dominios estructurales, practicamente idénticos,
cada unc de elles de alrededor de 110 residuos. Cuatro dominios constituyen
las cadenas pesadas y dos las ligeras. Cada dominio se integra por dos capas
de siete hojas B antiparalelas, una sobre otra, con un angulo entre las
direcciones de las cadenas 8 de aproximadamente 30° (Davis et al., 1975). Una
secuencia conservada en estos dominios es la zona cercana al puente disulfuro,
la cual consiste de los siguientes aminodcidos: [FY]-X-C-X-[VA]-X-H, en donde
X representa cualquier residuo. La conectividad (Richardson, 1977) de las

cadenas en las hojas 8 es: +1, +3, -1, -1, +3, +1.

Por otro lado, 1las lipocalinas fueron identificadas como una familia de
proteinas hace apenas un lustro (Pervaiz y Brew, 1987), pues aunque se
conocian algunas de las secuencias de aminodcidos de sus miembros, éstas
poseen tan baja homologia, que fueron relacionadas entre si hasta que sus
estructuras tridimensionales se determinaron por difraccién de rayeos X y pudo
compararse el patrén general de doblado, practicamente idéntico, que ellas
poseen. Como se mencioné previamente, se conocen mas de 40 secuencias de
lipocalinas con la secuencia [DENST]-X-X-X-[LIVFY]-X-G-X-W-[FYWRH]-X-[LIVM}
cercana al amino terminal. En la figura 3-10 el patrén general de doblado que
estas proteinas mantienen, a pesar de tener una homologia de apenas un 15%. En
la misma figura podemos observar que dos hojas B antiparalelas (cada una
formada por cuatro cadenas, A-D y E-H) se colocan una sobre la otra con la
direccién de sus cadenas casi perpendiculares y dejando un espacio vacio entre
si. En este espacio se aloja una molécula hidrofébica (representada como un
solido negro); debido a esta caracteristica (la formacién de un cdliz que
alberga a un ligando lipidico} se dio el nombre de lipocalinas a la familia.
Adicionalmente, la estructura tridimensional de estas macromoléculas posee un

segmento de hélice « vy, en algunas moléculas, una novena cadena en
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conformacién B, ambas en el extremo carboxilo. lLa conectividad de las cadenas
qgue forman el céliz en las lipocalinas es (+1)7, es decir, cada cadena en las
hojas B se encuenira formando puentes de hidrégenco con las cadenas inmediatas

en la secuencia.

Aunque las dos familias de proteinas mencionadas en el parrafo anterior
realizan funciones bioldgicas diferentes, tienen en comin un cédigo de doblado
extremadamente degenerado, causante de la gran variabilidad en las secuencias
de amincacidos que mantienen el patrén estructural tridimensional. Ademas, los
miembros de ambos conjuntos comparten una arquitectura basada fundamentalmente
en dos juegos de hojas B cuyos planos son aproximadamente paralelos. Existen
ademas otras dos relaciones entre ellas: una lipocalina (precisamente la GPA)
con homoclogia parcial con algunas inmunoglobulinas, y una estrecha relacién

topologica en las conectividades de las cadenas B de ambas familias.

La figura 3-11 muestra esquematicamente, en una serie de etapas, cémo puede
cambiarse la topologia de las lipocalinas {3-11a) a la de las inmunoglobulinas
(3-11d). En la parte superior de estos diagramas son representadas con trazo
grueso las cadenas en la hoja B superior y con trazo delgado las
correspondientes a la hoja B inferior. Las flechas indican la direccién de la
cadena del extremo amino (N) al carboxilo terminal (C). Dado que las

inmuncglobulinas poseen sélo siete cédenas, se muestra con linea punteada la
octava. En la parte inferior se muestra una perspectiva donde las cadenas que
forman las hojas [ son perpendiculares al plano del papel. Los circulos
representan la direccién hacia dentro del plano y los triangulos hacia fuera.
La conectividad de las cadenas se representa con lineas gruesas y delgadas
cuando se encuentran cercanas o alejadas del observador, respectivamente,
mientras que los numeros muestran la posicidn consecutiva de las cadenas en la
secuencia de aminocacldos. La serie de movimientos implicados para pasar de una
topologia a otra invierte la pcsicién de las cadenas laterales internas vy
externas en las porciones de hojas B que sufren desplazamiento. Por esta
razén, no es probable que una proteina perteneciente a una de estas familias
pueda cambiar a la arquitectura de la otra familia. Con la informacién que
actualmente se dispone, es dificil establecer sl la relacién topolégica entre
estas familias de proteinas es producto de la evolucién convergente o
divergente. lLas lipocalinas son codificadas por seis exones, pero sélo uno (o
en ocasiones dos) codifica para cada dominio estructural de las

inmunoglobulinas. La homologia entre los miembros de una misma familia es
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frecuentemente escasa e incluse ne significativa. La evolurién y las
mutaciones han borrade la huella de un eslabén entre ambos conjuntos de
macromolécujas, sl es gue éste existid en algin momento. De cualquier forma,
la glicoproteina acida a1 podria ser la proteina conocida mds cercana a este

eslabon, aungue la homologia con las inmunoglobulinas es sdlo local.

Homologia con otras proteinas. Ha sido establecida la homologia de porciones
de la secuencia de aminoacidos de la GPA con otras proteinas, ademas de las ya
mencionadas con las lipocalinas e inmunoglobulinas. Por ejemplo, se ha
sefialado que los dos dominios extracelulares del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (los cuales guardan homologia entre si), presentan
homologia con la estructura primaria de la glicoproteina {Toh et al., 1985).
Puede observarse en la fipura 3-9e que esta homologia se mantiene en una
region amplia de la secuencia de la GPA; esta regidén incluye, como sera
descrite en la siguiente seccidén, las ocho regiones topolégicamente
equivalentes a Jlas <cadenas B de las lipocalinas y a la hélice 1.
Desafortunadamente, se desconoce la estructura tridimensional de los dominios
extracelulares de ese receptor para compararla con el modelo de la GPA o con
la arquitectura de las lipocalinas; pero la conformacién de otros receptores
de factores de crecimiento muestra la presencia de dominiocs formados de hojas
 antiparalelas, semejantes a las observadas en las lipocalinas o en los
dominios de las inmunoglobulinas (DeVos et al., 1992). Esto hace pensar que
las lipocalinas padrian no solo ser una familia de proteinas, sino que su
topologia pudiera constituir un médulo estructural, del tipe que funciona como
blogque en la construccioén de la geometria tridimensional de proteinas de alta

masa molecular (Baron et al., 1991).

Por otra parte, se ha encontrado homologia entre el segmento 106-132 de la
GPA y una zona de la cadena « de la haptoglobina (HAP) (figura 3-9f) (Ikenaka
et al., 1972). Esta regién de la glicoproteina coincide casi exactamente con
el exdn nimero cuatro del gen que la codifica, sugiriende que ambos segmentos
pudieron tener un origen comin. Seria muy interesante analizar la estructura
del gen que codifica a la cadena « de la haptoglobina, buscando que el
segmento homdélogo con la GPA realmente coincidiera con un exén. Hasta donde

sabemos, aun no se tiene esta informacién,
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ALINEAMIENTO.

Dado el nUmero tan escaso de aminoacidos idénticos entre la GPA vy Jos otros
miembrous de las lipocalinas, el alineamiento presenta gran dificultad. Para
seleccionar la secuencia, con estructura tridimensional c¢onocida, que se
usaria como molde para modelar a la GPA, se aplicod el método de Needleman y
Wunsch (1970) para determinar que tan significativa es la homologia de esta
secuencia con cada una de las cuatro lipocalinas cristalizadas. Con el objeto
de determinar Jlos parametros mas favorables para las comparaciones de las
secuenclas de aminoacidos, se muestra en la figura 3-12a la dependencia del
valor de significacién {en nimero de desviacicnes estandar) con las magnitudes
de la penalizacién por inserciones (P) y la tendencia de alineamiento (T) para
la comparacion de 100 secuencias aleatorias. Los valores elegidos fueron P =
30 y T = 110, Duranie la comparacidén de las secuencias, se observd que un
aumento en el nimero de comparaciones con secuencias aleatoriamente generadas,
disminuia la variabilidad en el valor de significacién, pero también su
magnitud. En la figura 3-12b se muestiran estas observaciones para la
comparacién de la secuencia de la GPA con las cuatro lipocalinas con
estructura cristalina conocida; puede notarse que el valor de significacidn
(SIG) decrece de una manera exXponencial con el numero de comparaciones. Las
barras en la figura denotan la variabilidad en SIG al repetir cada calculo
cinco veces, y los puntos corresponden al promedic de estos valores. Las
barras de variabilidad en el valor de significacidén decrecen en magnitud hacia
la derecha del grafico, indicativo de que estos valores son mas precisos al
aumentar el numerc de muestras en el andlisis estadistico. De cualquier
manera, la relevancia de la homologia entre 1la GPA y la proteina
transportadora de bilina se mantiene sistematicamente por encima de las otras
lipocalinas. Valores de 3.1, 4.3, 4.7 y 5.2 desviaciones estandar equivalen a
probabilidades de homologia accidental de una en mil, una en cien mil, una en
un millén y una en diez millones, respectivamente. Fue elegida comoc molde, o
estructura inicial, la proteina transportadora de bilina (PTB) por ser la que
mostré la homologia més significativa, y una de las que fueron clasificadas

como de la clase a+f3 por el método de Nakashima et al. (1986).

La aplicacién directa de los métodos de alineamiento tradicionales arrojé
resultados ambiguos. Por esta razén, se decidié alinear las secuencias
anclandolas en diversos sitios y efectuando el alineamiento en cada segmento

por separado. Los criterios para el anclaje fueron los siguientes:
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FIGURA 3-12. Dependencia de la significacién con los parametros de
insercién (a) y el nimero de comparaciocnes (b).




a}l Posicién de las dos reglones de mayor homologia entre la GPA y la FPTB
{residuos 23-29 y 105-112)

b) Posicion de los residuos de cisteina conservados: C5 y Cl6§.

c) Localizacién de los intrones en el gen que codifica a la GPA. Se sabe que
las posiciones de éstos se conservan en todos los genes conocidos de
lipocalinas. Dade que no se ha determinado la secuencia del gen que
codifica a la PTB, fue necesario identificar las posiciones de su cadena
polipeptidica equivalentes con los sitios de insercidén de intrones de
otras lipocalinas. Estas posiciones se encuentran entre los aminoacidos
20-21 y 162-163 y en los residuos 68, 91 y 128.

d) La coincidencia de regiones en la GPA con alta probabilidad de adoptar
estructuras secundarias o de ocupar regiones expuestas al solvente con
las zonas de la PTB que presentan esta caracteristica.

e) La comparacion de las estructuras tridimensionales de las otras tres
lipocalinas, buscande las regiones de mayor y menor conservacidon de las

caracteristicas estructurales.

De esta forma, la secuencia de la GPA fue anclada en siete reglones; éstas

fueron:

a}) La C5 por ser un aminodcido conservado involucrade en la formacién de
puentes disulfuro y en una zona de homologia C-X-INE}-[LV}-P-v.

b} La G23 parte de la secuencia caracteristica de las lipocalinas y cercana a
la posicién del primer intrén.

c) La N54, que une carbohidratos, debe encontrarse en una regién externa. Esta
es la zona con mayor probabilidad de formar un giro 8 en la secuencia de
la GPA, por lo que se ancldé con el giro 8 mds cercano de la PTB.

d} El D106, perteneciente a una de las regiones conservadas en las
lipocalinas.

e} La $125, presente en una zona conservada W-X-L-S5 y cercana a un sitio de
insercidén de intrén.

f) La Cl165, involucrada en un puente disulfuro y cerca de un sitio de unién de
exones.

Los segmentos entre estos sitios de anclaje fueron alineados empleando los

algoritmos de Myers y Miller (1988) y Higgins y Sharp (1989) con diferentes

parametros en cada regién, y con un ajuste final a mano, considerandoc la
exposicion necesaria de los cinco residuos de asparagina que unen

carbohidratos y que por lo tantc deben encontrarse en regiones expuestas al
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solvente acuose. El allneamiento final (figura 3-13) muestra 26 residuos
idénticos en estas proteinas (14.2%2) y 25 semejantes [(13.7%), con 4
inserciones en la secuencia de cada proteina. Estas inserciones estan
localizadas en posiciones de la cadena gque corresponden’ a giros-f o a
estructuras no repetitivas, a excepcién del que se observa entre los
aminoacidos 103 y 104, el cual corresponde a la distorsion de una cadena B (B
bulge). En esta figura (3-13) puede apreciarse que los 0ltimos 15 amincacidos
de la GPA no tlenen equivalente en la PTB. Sin embargo, basandose en la
tendencia de este segmento a formar estructuras secundarias, es posible que se
encuentre en conformacién helicoidal, aunque es dificil precisar los limites
de esta estructura. En adelante se denominara a esta regién hélice I], y a los
residuos 132-145 hélice ]. Estas dos zonas se representan en la figura 3-14,
en donde se muestra las proyecciones de las cadenas laterales a lo largo del
eje de las hélices propuestas. Puede observarse que la hélice I tiene un lado
hidrofébico, con dos residuos de L y uno de ¥, F y A, y otro hidrofilico en
donde se localizan cuairo residuos de acido glutadmico y unoc de K y T. En
contraste, la hélice 11, con una gran cantidad de aminodcidos con carga
eléctrica (seis residuos de E, tres de X ¥ uno de R) y polares (dos residuocs
de Q, uno de H y uno de S), sélo posee un residuo hidrofébico, la L168. Estas
caracteristicas de la hélice Il y la falta de una conformacién equivalente en
la PTB hicieron imposible el modelado de esta regién. Se espera que la hélice
I exponga su lado polar al solvente, orientando el otro hacia el resto de la
molécula; en el caso de la otra hélice, es dificil proponer una posible
orientacién, aunque la gran cantidad de residuos con carga eléctrica negativa

la hacen un buen sitio de interaccién de los farmacos basicos que une la GPA.

Al analizar los nicleos hidrofébicos de las dos secuencias alineadas (figura
3-13) con el propdésito de observar la correspondencia en la localizacién de
las estructuras secundarias en ambas proteinas, se encuentra que los nucleos
corresponden adecuadamente a segmentos de la cadena en conformacién de cadenas
8 o hélices. Ademads, resulta que los nucleos hidrofébicos ocurren en regiones
equivalentes en las dos cadenas polipeptidicas, lo que resulta un argumento
adicional en favor de que el alineamiento correlaciona de manera apropiada las
estructuras secundarias de ambas macromoléculas. Un detalle mias de importancia
relevante es que las cadenas B C, F y H, que no fueron detectadas
concluyentemente en la prediccién de estructura secundaria de la GPA, aparecen

claramente delimitadas en el patrén de nicleos hidrofébicos.
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CONCLUSIONES DEL ANALISIS DE SECUENCIA.

A juzgar de la informarién obtenida de la secuenciacién de los tres genes gque
codifican a la GPA y de los genes correspondientes a la glicoproteina acida a
de otros mamiferos,puede asegurarse gque la parte proteica de de esta
macromolécula esta integrada por 183 residucs de aminoadcidos y no por lél,
como se habia reportado previamente (Schmid, 1975). La GPA se caracteriza por
ser una molécula de alta hidrofilicidad, con cinco cadenas de carbohidratos
ricos en acido sialico en su primera mitad y un nimero alto de residuos de
aminoacido polares y con carga eléctrica en la segunda. Esta gran
concentracién de amincidcidos hidrofilicos en la porcidn final de la cadena se
manifiesta en la composicién global de aminodcidos; en ella también destacan
un mayor numero de aminodcidos aromaticos y menor de alifaticos respecto a la

composicién promedio de otras proteinas.

La clasificacidén estructural de la GPA con base en su secuencia le asigna la
clase «+B, tanto a la cadena completa como al segmento 1-130 (GP1), mientras
que identifica a los ultimos 55 aminodcidos {porcién denominada GP2) como
helicoidales. Cabe recordar gue las lipocalinas pertenecen justamente a esta
clase estructural y que la composicién de amincacidos de la PTB también la
clasifica en o+, Al estudiar este resultado, simultAneamente con los del
analisis de los espectros de dicroismo circular de la GPA y la BLG, y con los
de la prediccién de estructuras secundarjas con base en la secuencia de
aminocacidos, se encuentra que las diferentes metodologias concuerdan con una
estructura integrada principalmente por hojas B antiparalelas, y un contenido
menor de hélices; estas ultimas localizadas fundamentalmente en la porcién

final de la cadena.

El numero vy localizacién de las diferentes cadenas # y hélices en esta
glicoproteina pueden estimarse a partir de la homologia estructural que
muestra con las lipocalinas, y en particular con la PTB, del analisis
comparativo de nucleos hidrofébicos en las secuencias de estas dos proteinas,
el alineamiento entre ellas y la localizacién de las regiones externas,
antigénicas y de alta probabilidad de encontrarse en giros B. Respecto a este
ultime punto, es interesante resaltar el buen acuerdo de los resultados
obtenidos con las diferentes metodologias aplicadas. Se sefiala
consistentemente que las regiones cercanas a los aminoacidos 22, 34, 55, 68,
85, 95, 106, 119, 133, 152, 163 y 178 se encuentran en la superficie

molecular, delimitande asi la posicién de hojas 8 y hélices.
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Por  supuesto que €] erplen del  allncamiento y  comparacion  de nﬁclcos
hidrofobicos entre la GFA y la PTB debe ser justificado. Sin embargo, la
evidencia sefiala que la glicoproteina realmente pertenece a la familia de las
lipocalinas, no sélo por la presencia de la huella digital en'su secuencia, la
conservacion de la region cercana al aminoacide 108, los residuos de C
conservados y el nimero de aminodcidos que la componen. Tal vez las evidencias
mas importantes para clasificar a la GPA como una lipocalina sea la semejanza
de la estructura del gen que la codifica con las que se conocen de otras
lipocalinas, aunada a que la homologia en las secuencias de aminoacidos de la
GPA y la PTB, aunque pequefla, tiene una significancia mayor a tres

desviaciones estandar.

Toda 1la infraestructura mencionada anteriormente permite proponer un
alineamiento confiable que relaclione 1la mayor parte de los segmentos
topolégicamente equivalentesentre las secuencias de estas proteinas.Este
resultado es fundamental para el modelado molecular de la GPA que se describe

en el siguiente capitulo.

Una caracteristica muy interesante de la familia de las lipocalinas es la gran
degeneracidén de su cdédigo de doblado. Las secuencias de aminodcidos que son
compatibles con la topologia de esta familia son muy variadas. Destaca, por
ejemplo, que las glicoproteinas acldas e1 de diferentes organismos presentan
un numero bajo de aminodcidos idénticos al compararlas por pares (entre 39 y
57%) y sdélo 5SS aminoacidos (29%) son invariantes en el conjunto de secuencias
de la figura 3-7a. Mas aun, las glicoproteinas conocidas de fuentes no humanas
ho conservan la G23, invariante en el resto de las lipocalinas. Al comparar la
secuencia de la GPA con otras lipocalinas se hace patente su baja homologia.
Uno de los casos extremos es el alineamiento entre la GPA y la PTR, en donde
la significancia es incluso negativa, es decir, que el promedio de las
comparaciones aleatorias es mayor que el marcador de su alineamiento normal.
Un resultado como éste no indica que ambas proteinas no tengan relaciodn,
sefiala que la homologia entre ellas es demasiado baja para que sea posible

concluir algo sobre su relacidn estructural.

A pesar de la gran variabilidad de estas secuencias, es posible encontrar
homologia interna en la GPA y homologia de ésta con diversas proteinas.
Aparentemente, un denominador comin en todas las estructuras involucradas es

la presencia de hojas B antiparalelas. Podriamos estar estudiando un conjunto
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de proteinas, formado por varias familias. en cuyos miembros exista una repion
de su secuencia de aminodcldos que induzca la formacién de ese tipo de
estructura secundaria. La homologia de esta zona entre las diferentes
proteinas que la poseen ha sido oscurecida por las mutacione$s y la evolucién,
evitando poder reconocer su localizacidn, proponer una secuencia de consenso o

identificar las propiedades fisicogquimicas que retiene.

Las relaciones de homologia de la GPA con otras proteinas, abren un campo de
estudio futuro muy interesante en donde se buscaria respuesta a preguntas
tales como: ,;qué caracteristicas se conservan en todas las sumamente variables
secuenclas de aminodcidos, que mantienen la arquitectura general basada en
Juegos de hojas-f7? ;Cuales son las propiedades de estas secuencias que dirigen
el plegamiento de la cadena peclipeptidica hacia una topologia particular?
¢Observamos en todos los casos descritos anteriormente 1la convergencia
evolutiva hacia un patréon estructural estable o conveniente? o bien, ;las
proteinas, dominios y familias mencionadas son producto de una macromolécula
ancestral comin? No es posible responder a estas preguntas con la informacioén
disponible hasta el momento. De cualquier manera, los estudios estructurales
en familias de proteinas han probade ser una fuente muy abundante de
informacidn sobre la compleja arquitectura de estas macromoléculas (Petsko,
1991) vy, en el futuro, todo hace suponer que el analisis comparative de
diferentes conjuntos de proteinas nos proporcionara nueva informacién para
responder algunas de las preguntas (y generar nuevas} que hasta ahora se han

acumnulado.
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CAPITULO 4.

MODELADO MOLECULAR.

METODOS. 4

Debido a la dificultad para cristalizar a la glicoproteina'écida a1l y para
obtener la informacién detallada sobre su estructura por algin otro medic (por
ejemplo, utilizando la resonancia magnética nuclear), la prediccién de 1la
estructra tridimensional de esta macromolécula es de gran interés. El modelo
de la GPA contribuiria a interpretar algunas observaciones experimentales,
pero principalmente ayudaria en el estudio de su, hasta ahora desconocida,
funcién biolégica; por ejemplo, podria permitir analizar el posible sitio de
unién de ligandos hidrofébicos, la localizacion de los reemplazos de
aminoacidos y la distribucién de las cadenas de carbohidratos en su superficie

molecular.

Para construir el modelo molecular de la variante A de la GPA, se utilizd una
estacién de trabajo IBM RISC 6000 modelo 320 con el paquete de cémputo BIOGRAF
(Mclecular Simulations, Inc., Waltham MA, E.U.A.). Para los calculos de
interacciones atdmicas se usé un conjunto de parametros, desarrollado
especificamente para este padquete de cémpute, denominado Dreiding (Mayoc et
al., 1990). Esta parametrizacién incluye especificamente los siguientes tipos

de interaccidén:

a) Distancia de enlaces. Se estima la dependencia de la energia potencial
debida a fluctuaciones en la distancia de enlace con un potencial de tipo

arméonico:

Eenl = -—;—-Kb' (R - Ro)? (4-1)

en donde Eenl representa la contribucién a la energia potencial total de los
cambios en las distancias entre Atomos enlazados, esto es, la energia que
aleja a los atomos de su posicidén de equilibrio; Kb es la constante de fuerzas
en unidades de kcal-mol '-A"%, Ro la distancia de equilibrio entre los &atomos

que forman el enlace, en A; y R la distancia real entre los atomos, en 4.

b) Angulo de enlace. Este tipo de energia potencial cambia al modificarse el
angulo IJK en donde J estd enlazado simulténeamente con I y con K (figura

4~1a). La expresidén de esta energia, Ee, es al igual que la anterior de tipo
arménico:
E, = 1 K -8 - 80)°

6 = 2 %y (4-2)

donde KB es, nuevamente, la constanie de fuerzas; y 8 y 8o son los valores

real y de equilibrio del angulo IJK.
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FIGURA 4-1. Definicidén de variables para estimar 1la energia
potencial de los angulos de enlace (a), de los angulos dihédrices
(b) y de los centros de inversion {c).




c} Torsién de angulos dihédricos. Se define el éangulo ¢ (figura 4-1b), cuando
dos enlaces IJ y KL estan unidos a un enlace comin JK, como el formado por los
planos 1JK y JKL. E]l valor de ¢ es positivo si, mirando sobre J hacia K, este
angulo gira en el sentido de las manecillas del reloj. De egta forma, ¢ = 0°

en la conformacidén cis y ¢ = 180° en la trans. La energia torsional se def ine

como:
6
1
E, = ~— K, ,n |1 - d-cos(n¢)] (4-3)
¢ E: 2 ¢ [
n=1
K¢,n es la barrera rotacional, n la periodicidad del potencial y d = #1 el
factor de fase. Un valor de d = +1 asigna el minimo de energia a la
configuracién cis y un valor de d = -1 le asigna el waximo.

d) Inversién. Si un atomo I posee tres enlaces diferentes 1J, IK e IL (figura
4-1c}, la energia potencial de la distorsién de los angulos, Ei, es estimada

como;

Ers = ——Ki- (4 - go)’ (4-4)
en donde ¢ s el angulo entre los planos IJK y LJK (a un Atomo tetrahédrico
con enlaces de igual longitud le corresponde un valor de ¢ de 35.264°), y K1

-1 -2
es la constante de fuerzas en kcal-mol "'rad ~.

e) Electrostatica. A cada atomo se le asigna una carga neta centrada en el
nicleo, Q. Estas cargas son automiticamente calculadas en el caso de proteinas
y acidos nucleicos. La energia potencial debida a 1la interaccidén
electrostatica entre dos adtomos (i,3) es:

332.0637-Q:Q;

Ee1 = € Ri)

(4-5)

en donde Q se encuentra en unidades de carga electrénica, Rij es la distancia
en A entre los Atomos i Yy i, € es la constante dieléctrica, con un valor
unitario para el vacio (eo). Para simular el efecto promedio del entorno, esta
constante se calcula como £ = eo-Rij. El factor numérico en la ecuacién 4-5

3 s . N -1
realiza la conversidén de unidades para que Eel resulte en kcal-mol .

f) Van der Waals. Este término se estima segin la relacidn de Lennard-Jones

con potencias 12 y 6:

12 3]
Evaw = (Do) [ g° ] - 2-[ §° ] (4-6)

donde Do es la intensidad de la interaccién, en kcal'mol-l ¥y Ro la distancia

de equilibrio en A.
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£) Puentes de hidrogeno, Estimudo con una relacion tipo Lennard-Jones con

exponentes 12-10:

12
Eph = (Do)ad' 5- [ ____(Ro]ad } - 6 [ ___(Ro)ad

10
o Roa ] -cosz(ekun) “{4-7)

en donde (Dulad es la fuerza del enlace entre los atomos aceptor y donador en
kca]-molﬁl, {Ro}ad la distancia entre los atomos aceptor y donador y @asp el
dngulo formado por el aceptor del hidrégenoc, el datomo de hidrégenoc y el

donador.

De esta manera, la energia potencial total es Jla suma de todas las

contribuciones en una conformacién particular de la molécula:

E = Z Eenl + z EB + z E¢ + z Ei + Z Eel + z Evdw + z Eph  + z Er (2-8)
' . B —_— "

nteracci ;nteracclones
entre atomos enlazados entre dAtomos no enlazados

En donde los Er son términos adicionales de restriccién conformacional que el
usuario puede agregar, y las sumas se realizan sobre todos los enlaces,
dngulos e interacciones presentes. El numero de interacciones entre atomos no
enlazados aumenta con el cuadrado del numero de ellos. Para una proteina como
la GPA, constituida por alrededor de 3000 atomos, son posibles mas de cuatro
millones de estas interacciones. Para reducir la capacidad de cémputo
necesaria para simular la estructura de una proteina, en los calculos se
eliminan las interacciones entre &atomos que se encuentran a distancias muy
grandes. Se incluyen en la simulacién solamente los términos de energia
potencial que involucran atomos separados por una distancia (x) menor o igual
a 9 A. Para evitar discontinuidades en el campo de fuerzas, se utilizé una

funcién de corte gradual entre 8 y 8.5 4:

1 si x=C
2
S = ({F - x)°-(F +32x ~-3C) i C<x<F (4-9)
(F - C)
0 si x=F

donde C = 8 y F = 8.5.

Una funcién similar se utiliza en el caso de los puentes de hidrégeno, para
los angulos de interaccion (8) entre los atomos aceptor, de hidrégeno y
donador, en cuyoc casc x = cos (180 - a), C = cos®(180 - &c) y

F = cos°(180 - or}, con Oc = 35° y @8F = 40°,
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Todas las minimizaciones de la energia molecular se realizaron hasta que la
diferencia de energia entre dos etapas consecutivas del calculo alcanzara un
valor menor a .01 kcal/mal. lLas simulaciones de la dinamica molecular se
realizaron empleando el algoritmo estandar de Verlet (1967), en donde se
integran numéricamente las ecuaciones de movimiento de Newton. En ellas se
describe la manera en que cambia la aceleraciéon de los atomos en la estructura
molecular conforme el tiempo transcurre, inducida peor las f{fuerzas

intermoleculares. Las relaciones fundamentales empleadas son:
Fat = ——rn— y mi 22X Fut (4-11)
donde m: representa la masa de la particula I, Rai una de sus coordenadas

espaciales (¢ = x, y, z), t el tiempo y Fot la componente de la fuerza en el

eje a de esta particula. Para simplificar la ecuacién anterior, se definen:

F(R) = —éﬁ—'Fal y R = (4-12)

con lo que la ecuacién 4-11 se convierte en:

ﬁ = F(R) (4-13)

Utilizande diferencias finitas en la integracién numérica de esta ecuacién,
podemos definir:

tn = nh (4‘14)

donde tn es el valor del tiempo en la n-ésima etapa del cédlculo y h es el
incremento del tiempo entre dos pasos consecutivos. Definiendo las variables

discretas de la siguiente manera:
Rn = R(tn), Rn=R(tn) y  Fn = F(tn) (4~15)
las velocidades y aceleraciones pueden aproximarse por:

Rn+1 - Rn-t y Rn ~ Rn+1 - 2‘Rn + Rn-1 (4-16)
2-h h2

R =~

Usando 4-16 en 4-13 y despejando:

Rn+1 = 2'Rn - Rn-1 + h°-Fn (4-17)
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Esta ultima relacién, conocida como ecuacién de Verlet [1967), permite estimar
las coordenadas de la j-ésima particula en el instante n+t si se conoce su
posicidn en las etapas n y n-1, ademds de la fuerza que sufre en el instante

n. En este algoritmo, la velocidad esta definida como:

vo = Rnﬂzthn-l ~ B (4-18)

Al iniciar la aplicacioén del algoritmo se requieren las coordenadas vy
velocidades en el tiempo n = O (Re y Vo). Las velocidades iniciales son
tomadas de una dinamica previa, o bien se asighan segin una distribucién

aleatoria tipo Maxwell-Boltzman. Las ecuaciones 4-17 y 4-18 se transforman en:

R1 = 2Ro - R-1 + h°+Fo (4-19)
Vo = —mz—fﬁﬁ- (4-20)

Pero dado que R-1 = R1 + 2-h-vo, se tiene finalmente que:

Ri = Ro + h-vo + %-h"-ro (4-21)

De esta forma, el algoritmo estdndar de Verlet utiliza la ecuacidén 4-21 para
la primera etapa y la relaci6én 4-17 en los pasos subsecuentes. A excepcién de
los errores de redondeo, 4-17 y 4-21 son ecuacicnes conservativas de la

energia, por lo que este tipo de «calculos son denominados dindmica

microcandnica.

La temperatura del sistema se calculd en términos de la energia cinética

promedio:
_g--nkT = < [ —%_.lm-V% >c1clo (4—22}

donde los corchetes indican el promedio en un ciclo de equilibracién, que en
este estudio se establecid en 50 etapas de calculo. Una vez completado este
ciclo, la temperatura del sistema se comparé con la del bafio térmico, Te {(esto

es, la establecida como constante), y el conjunto de velocidades atdémicas se

escaldé por el siguiente factor:

Vnueva To

= T (4-23)

Vanteriaor

Debido a esta modificacién en las velocidades, para reiniciar la dinamica debe

utilizarse nuevamente la ecuacién 4-21 en el primer paso del calculo.
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En este trabajo, se utilizo un incremento de tiempo entre cada calculo, h, de
1 s (el valor recomendado para evitar tensiones exageradas por el cambio
demasiado grande en las posiciones de los atomos es h = 2 fg), por lo que la
correccion del conjunto de velocidades atémicas, para mantener la temperatura
virtual del sistema constante, se realizé cada 0.5 ps de simulacion. En la
etapa 1iniclal del modelado, se incluyeron explicitamente Jlos atomos de
hidrégeno sé6lo en el caso en que éstos estuviesen unides a atomos de oxigenc o
nitrégeno; esto permitidé disminuir el tiempo de cdlculo sin despreciar la
contribucién que los posibles enlaces de hidrégeno pudieran aportar a la
energia potencial total. Dada la complejidad del sistema a modelar, se eviteo
incluir al solvente explicltamente realizando todos los calculos in vacuo,
Esta decisién es Justificada por el hecho de que la parametrizacién utilizada
fue construida para incorporar el efecto del solvente en las interacciones

intermoleculares.

El modelado de la estructura de la GPA se inicié a partir de las coordenadas
cristalograficas de la PTB (Huber et al., 1987b), las cuales fueron
generosamente proveidas por el Dr. Robert Huber del Instituto Max Planck.
Partiendo de la PTB, se reemplazaron todos los amincacidos necesarios para que
la cadena polipeptidica de esta proteina se transformara en la de la GPA, de
acuerdo con el alineamiento mostrade en la figura 3-13. Para eQitar que las
nuevas cadenas laterales de los aminodcidos de la GPA incluyeran tensiones
exageradas en la estructura quimérica, cada mutacidn efectuada fue seguida de
una minimizacion del nuevo grupo quimico incluyende las cadenas laterales en
su microentorno f(en un radio de 8 A). Una vez sustituidos los nuevos
amincadcidos y relajadas las cadenas laterales, se procedié a insertar los
segmentos 12 a 13, 35 a 37, 66 a 68 y 148 a 149, ausentes en la molécula
molde, y a eliminar los aminodcidos de la PTB que no se encuentran en la GPA:
un total de 12, repartidos en cuatro segmentos que se localizan después de los
residuos 85, 94, 104 y 117 (figura 3-13). Se realizé una nueva minimizacién
local de energia en estas regiones y en aquéllas donde estuvieron involucrados
en los cambios de amincacidos residucs de prolina, permitiendo el reacomodo de
los atomos tanto de las cadenas laterales como de la cadena principal. Después
de estas modificaciones, se disminuy6 la tensién de las cadenas laterales, que
en esta etapa se encuentran interaccionando con un microambiente diferente,
mediante una minimizacién de energia global, primero manteniendo la cadena

polipeptidica flja y después relajando la molécula completa.
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Durantce el proceso anterior, y debido a las tensiones locales que no pudieron
ser relajadas por la minimizacion, algunos enlaces peptidicos fueron forzados
a adoptar la configuracion cis, mientras que algunos carbonos « sufrieron
inversiones, que convirtieron a los aminodcidos que los conténian en residuos
de la serie d. La estereoquimica de estos grupos quimicos se retorné a su
geometria natural, seguida de la correspondiente minimizacién local de

energila.

A continuacién, se construyeron los enlaces disulfuro creando un enlace
covalente entre los atomos de azufre involucrados. Es necesario sefialar que la
distancia entre las cadenas laterales de las cisteinas 72 y 165 inicialmente
era demasiado grande para enlazarlas {alrededor de 10 A), por lo que se
manipulé su orientacién y la de un segmento de cadena principal en
conformacién  irregular  (159-165); esto permitié acercar los grupos
invelucrados en este enlace disulfure a wuna distancia razonable. Lla
correspondiente relajacién local involucrd la minimizacidén de energia de todos

los Atomos cercanos a ambos residuos de cisteina.

La siguiente etapa en el modelado de la GPA consistié en la remocién de todas
las moléculas de agua presentes en la PTB y la minimizacién de energia por
segmentos de 4 a 12 aminoacidos de toda la molécula. Las zonas de mayor
flexibilidad, es decir, giros y regiones externas, podrian haber llegado a una
conformacidén que correspondiera a un minimo local pero que contuviera fuerte
tensidén molecular. Por tal motivo, se realizaron dinamicas moleculares locales
en tales regiones, logrande <que dichas 2onas cambiaran este tipo de
geometrias. Una minimizacién pesterior condujo a estos fragmentos de la

molécula a una conformacidén de baja energia.

Antes de iniciar con la dinamica molecular global del modelo de la GPA, se
requirié de una nueva minimizacién de energia, esta vez sobre toda 1la
glicoproteina para eliminar en lo posible las tensiones en angulos, enlaces e

interacciones no especificas y facilitar asi la trayectoria de convergencia.

La Gltima etapa del modelado incluyé dindmica molecular en una serie de pasos,
cada uno de ellos se efectud a temperatura constante. Conforme éstos fueron
llevandose a cabo, la temperatura virtual de la dinamica fue descendiendo vy
las restricciones impuestas desapareciendoe para que la dltima etapa
consistiera de una dinamica libre a temperatura ambiente. A continuacisén se

describen los diferentes pasos que constituyeron esta etapa. La primer
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dinamica molecular se realizéd a 600 K durante 50 ps con el ligando de la PTR
en su posicién original, es decir, con la biliverdina inclulda como ligando de
la GPA. La razon de haber llevado a cabo este célculo fue la de permitir que
las regiones mas flexibles de la molécula convergleran a conformaciones con
menor tension. La temperatura virtual se establecié en un valor muy alto péra
asignar energias cinéticas altas a los Atomos que les permitiera vencer las
barreras de potencial entre el minimo local de energia en que se encontraban y
la posicién de menor tension. El hecho de no retirar el ligando original evito
un cambio repentino en el microambiente antes de este rearreglo. Durante esta
simulacidén se aplicaron algunas restricciones: las distancias entre donadores
y aceptores de los enlaces de hidrogeno de la cadena principal se mantuvieron
cerca de su valor original; ademdas, se evité que los enlaces peptidicos
pudieran glrar para abandonar su geometria trans. Ambas restricciones se
agregaron al término de energia potencial total denotado por Er en la ecuacién
4-8, a traves de un término arménico similar a los de distancias y angulos de

enlace.

Antes del segundo paso de la dindmica molecular, se sustituyd a la biliverdina
por progesterona. Esta ultima molécula es el esteroide que se sabe que se une
a la GPA con la mayor constante de afinidad (Westphal, 1985). A continuacioén
se reallzaron 50 ps de dinamica molecular a 500 K aplicando las mismas
restricciones mencionadas en el pasc anterior. Debido a que en esta simulacién
algunos carbonos «, localizados en las regiones mas eXternas, sufrieron
inversiones produciendo aminodcidos del tipo d, su geometria fue corregida y
restringida al tipo I. Posteriormente, se realizaron dos nuevas etapas de
dinamica molecular, simulando 30 ps en cada una de ellas, a temperaturas
virtuales de 400 y 300 K. Finalmente, después de una minimizacién global de la
energia molecular, un ultimo paso se realizé simulando 150 ps a 300 K, en las
mismas condiciones de los pasos anteriores, pero restringiendo unicamente la
conformacién trans de los enlaces peptidicos e incluyendo de manera explicita

todos los Atomos de hidrégeno de la GPA.

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL.

Como se mencioné en el capitulo 3, el estudic comparativo de las secuencias de
la GPA y las lipocalinas, la semejanza estructural de los genes de algunas de
estas proteinas y la evidencia experimental, permiten considerar que la

glicoproteina posee la arquitectura comin de las lipocalinas, y que su

a5




¥

conformacion puede modelarse usando una de las estructuras cristalograficas
disponibles de los miembros de esa familia. De esta manera, se ha modelado ya
la conformacidn tridimensional de olra lipocalina, la cadena y del complemento
C8 (Haefliger et al., 1991). Por otra parte, la evidencia experimental sefiala
que para la prediccidén de la conformacidén molecular de la parte proteica de la
GPA puede precindirse de las cadenas de carbohidratos unidas a ella, y que la
presencia de la progesterona o algun otro ligando unido a la cadena

polipeptidica, no altera significativamente 1la estructura tridimensional

{capitule 2, pagina 27).

La parametrizacién seleccionada para efectuar los célculos de mecénica
molecular fue el Dreiding. Este campo de fuerzas fue desarroliade con el
propdésito de que fuera general, es decir, de que no poseyera una tendencia
especifica para predecir la estructura y dinamica de un tipo particular de
moléculas. Esto contrasta con otras parametrizaciones ampliamente utilizadas,
comoc AMBER (Weiner et ai., 1986) y CHARMM (Nillson y Karplus, 1986),

especificos para proteinas y acidos nucleicos,

Durante la construccién del modelo, se observd que todos los cambios de cadena
lateral, necesarios para convertir 1la cadena de PIB a GPA, fueron
complementarios o involucraron la sustitucién de una cadena lateral por otra
de menor tamafio. Esto es, los cambios de aminodcido que requerian un mayor
volumen para la nueva cadena lateral, se acompafiaban de otra sustitucién que
producia tal espaclo; otros cambios de aminocacido se realizaron en la
superficie de la molécula o no requirieron de wvolumen adicional. Por lo
anterior, no existieron conflictos serios de espacio durante la construccién
del primer modelo de la GPA. Sin embargo, en algunos casos fue necesaria una
reorientacién de las nuevas cadenas laterales para disminuir repulsiones
excesivas. La regién de los Ultimos 15 aminocdcidos de la cadena polipeptidica
de la GPA no fue incluida en el modelade por la falta de una estructura
topolégicamente eguivalente en la PTB, la gran hidrofilicidad de ese segmento

y su localizacidn en el extremo de la proteina.

En todas las minimizaciones de energia que se llevaron a cabo en la GPA (a
excepcion de algunos casos extremos que involucraron inserciones o pérdidas de
segmentos de cadena) la estructura molecular se modificé sélo marginalmente,
alcanzando de manera réapida un minimo energético local. Por otra parte,

durante las simulaciones de dinamica molecular se observé una convergencia
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raplda de la trayectoria que ni eleve la energia total, ni cambio
sustancialmente Ja estructura. Ambos resultados muy probablemente, son
consecuencia de que la estructura tuvo tensiones internas relativamente
pequefas, que no desviaron las trayectorias de simulacién muy lejos de - su
camino a minlmos locales o a estructuras de equilibrio. A su vez, la baja
tensién intermolecular fue deblda a la ausencia de conflictos de espacio
durante la sustitucién de aminoacidos, come se describi¢ en el parrafo

anterior.

Cuando la molécula de progesterona fue colocada en lugar del ligando original
de la PTB (biliverdina I¥), no existia informacién alguna sobre la posible
colocacién de este esteroide, La progesterona posee un grupe carbonilo
conjugado con un doble enlace carbono-carbono y un acetilo. Estos dos grupos
se encuentran en posiciones opuestas de la molécula (figura 4-2) y son las
regiones mas polares de la misma. Se decidié colocar el grupo menos polar (el
acetilo) apuntando hacia el interior de la GPA y el carbonile al exterior. Es
importante resaltar que los sitics de unién de ligandos del molde y de la
glicoproteina son diferentes, y que la ubicacidén inicial de la progesterona en
este lugar es sélo una suposicién guiada principalmente por intuicién quimica.
Durante los primeros 30 ps de la dinamica molecular, este ligando mostré
fuertes osclilaciones respecto a sus coordenadas iniciales. Después de este
periodo, adoptdé una orientacidén perpendicular a la original girando sobre el
plano de la figura 4-2, manteniendo esta orientacién durante el resto de los

calculos con sélo leves fluctuaciones.

Durante la dindamica molecular global (en la que estuvieron involucrados todos
los 4tomos de hidrégeno del sistema), se incluyeron los 168 primeros
amincdcidos de la porcidén polipeptidica de la AGP. Esto involucréd un total de
2781 atomos, 5097 anguleos, 7550 torsicnes y 1758 centros de inversién. La
convergencla de la trayectoria de esta simulacién se alcanzé a los 100 ps. Se
muestra en la figura 4-3 la traza de la cadena principal {linea que une todos
los carbonos o de la molécula) de la estructura final modelada. En esta misma

figura se presenta, con fines comparativos, la traza de la cadena principal de
la PTE.
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ANALISIS DEL MODELQ.

El mapa de Ramachandran del modelo de la AGP (figura 4-4) muestra que la
mayoria de los angulos ¢ y ¢ de su cadena principal se encuentran en la zonha
de baja energia. Esta regioén, delimitada con linea continua en la figura,
contiene al 65% de los &ngulos que pertenecen a aminoacidos diferentes a G o a
P. De acuerdo con Morris et al. (1992), la estructura de una proteina,
determinada por difraccién de rayos X, que posea este porcentaje de angules en
la zona marcada, corresponderia aproximadamente a una resolucion de 3.1 4 o
bien a2 un factor R de 0,33, Todos los angulos ¢ o ¢ con valores fuera de las
zonas de baja energia pertenecen a aminoadcidos de las regiones externas de la
estructura. La linea discontinua muestra las regiones clasicas preferidas de

los angulos ¢ y ¢ observados en proteinas (Ramakrishnan y Ramachandran, 1965).

Al continuar el andlisis de la estructura propuesta, se encuentra que todos
los aminoacidos poseen la quiralidad correcta {configuracién 1) y que todos
los enlaces peptidicos tienen la conformacidén trans. las cadenas laterales de
I y T que poseen carbonos quirales, tienen la estereogquimica encontrada en los
isémeros naturales. Los &angulos w mantienen su planaridad en toda la cadena
principal del modelo de la AGP con desviaciones menores a 30°, En el caso de
los enlaces disulfuro, los valores de los angulos dihédricos se encuentran
dentro de los intervalos observados en las estructuras conocidas de proteinas
(Morris et al., 1992), y corresponden a 112 y -124° para los enlaces S5-5147 y
§72-5165, respectivamente. Utillzando el algoritme propuesto por Stouch y Jurs
(1986}, se estimé el volumen de la porcidén modelada de la AGP en 24510 ' y
una superficie accesible de 7,800 A*Z, empleando un radio de prueba de 1.4 4

que simula al disolvente acuoso.

En la figura 4-5 se muestra la conectividad de los puentes de hidrégeno entre
grupos de la cadena principal de la GPA, calculados con limites de longitud de
3.5 A y angulos de desviacién menores a 35°. Puede observarse de esta figura
que cada cadena de las hojas B es seguida y precedida por otras, en
orientacidén antiparaiela, que se desplazan unas respecto a otras. Este patrén
es practicamente idéntico al de las otras lipocalinas con estructura conocida
(Cowan et al., 1990), y puede especularse que este desplazamiento relativo
puede ser muy lImportante para dirigir a la cadena a la conformacién nativa
durante el proceso de doblado. Las estructuras secundarias en la AGP
determinadas del patrén de puentes de hidroégeno, se muestran con barras en la
figura 3-13. Se incluyen en esta figura las estructuras secundarias presentes

en la PTB, con el propdsito de compararlas con las del modelo.
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FIGURA 4-5. Conectividad de los puentes de hidrégeno entre atomos de
la cadena principal en el modelo de la GPA.




Las cadenas laterales de los cinco residuos de asparagina que unen a las
cadenas de carbohidratos en la glicoproteina, se encuentran expuestas al
solvente. Los sitios N15, N54 y N85 se encuentran en los giros que unen el
extremo amino con la cadena A ¥y en los que unen a las cadenas B-C y D-E. La
estructura de las lipocalinas posee un barril cuyas paredes son constituidas
por hojas 3, y su base es cerrada por los giros descritos arriba, ademas del
que une las cadenas F-G v a la cadena H con la Hélice I. El N38 también se
encuentra en un giro, entre las cadenas A-B, en el extremo del barril que
interacciona con el llgando, mientras que el N75 se encuentra sobre la cadena

D, cerca del extremo carboxilo de la molécula.

La progesterona tiene un numero grande de Iinteracciones con los grupos
gquimicos de la proteina. En la figura 4-2 se representan las interacclones
entre los atomos mas cercanos. En particular, resaltan las distancias cortas,
debidas a la formacién de puentes de hidrégeno, entre los &atomos de oxigeno
del ligando y los aminoacidos Q45, R90, A99 y H100. En esta misma figura es
notable el que las interacciones proteina-ligando se encuentran principalmente
de un lado del esteroide, El lado opuesto de esta molécula se encuenira
parcialmente expuesto al solvente, perc sin ser completamente acceslible a él

per la proteccidén de los giros 34-38 y 94-97.

COMPARACION CON LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Es interesante comparar las caracteristicas del modelo propuesto con la
informacién experimental que se tiene sobre esta molécula. Estudios de
reactividad quimica {Schmid, 1976) y perturbacién de solvente (Zubillaga-Luna
et al., 1991) han mostradoc gue solamente uno de los tres residuos de
triptofano presentes en la AGP y que aproximadamente la mitad de las doce
tirosinas se encuentran expuestos al solvente. En la estructura modelada de la
AGP, observamos al W160 expuestoc al solvente de manera casi total, mientras
que los W25 y W122 se encuentiran en el interior de la proteina, lejos de la
superficie molecular (véase la figura 4-6B). Por otra parte, en el modelo
pueden identificarse cince cadenas laterales de tirosina externas (Y50, Y91,
Y127, Y142 y Y157), tres completamente internas (Y27, Y78 y Y110), y tres con
accesibilidad parcial al solvente (¥37, Y65 y Y74). En esta descripcién se
tienen sélo once tirosinas, numero presente en la secuencia que se manejé en
el modelo; la doceava tirosina reportada en el estudio de Schmid nc existe en

la secuencia de aminocacidos de la variante A de la GPA.
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La posicién de los triptofanos y tirosinas en el modelo corresponde con los
estudios experimentales realizados en esta glicoproteina; sin embargo, Schmid
et al. (1976) identificaron a las Y27 y Y78 como reactivas, en desacuerdo con
la estructura que se propone en este traba jo.

Los grupos aromaticos no han sido los Unicos cuya reactividad se ha estudiédo
en la GPA. Los mismos autores (Schmid et al., 1976) encontraron que ambos
enlaces disulfure, las tres histidinas y la unica metionina se encuentran
parcialmente expuestas al solvente. Ademads, proponen gque todas las lisinas y
todos los Aclidos carboxilicos, a excepcidén de dos, estian localizados en el
exterior de la molécula. Comparande la localizacién de los grupos quimicos en
el modelo de la AGP con estos resultados experimentales, puede observarse que
el enlace disulfuro entre la C5 y la Ci47 se encuentra parcialmente protegido
del solvente por las cadenas laterales de L4, LB, L145, D146 y Li48, mientras
que el otro disulfuro (72-165) aparentemente se encuentra expuesto al
solvente, pero localizado en una regién cercana a la segunda hélice y al sitio
de glicosilaciéon W75, porcionmes de la molécula que podrian ocultar
parcialmente a este enlace disulfuro. Por otra parte, la H97 se encuentra
interaccionando con el ligando; la H100 se encuentra en la superficie, pero
cubjerta parcialmente por las cadenas laterales de 889, F98 y V116; y la H171
pertenece a la Zona de 15 aminodcidos no modelada en el extremo carboxilo de
la AGP. Puede observarse que el modelo propuesto estd de acuerdo con la
localizacidén de los grupos quimicos propuesta por Schmid. Un caso que no
concuerda es la metionina, que se encuentra en el interior del barril B,
aparentemente aislada del exterior. Sin embargo, todas las lisinas y los
grupos carboxilicos de 1los residuos de A4Acido aspartico y glutamico se
encuentran expuestos al solvente, exceptoc el D58 que se localiza en el
interior de la proteina. Puede ccncluirse que, en términcs generales el modelo
concuerda con la evidencia experimental en cuanto a la reactividad quimica
concierne,

Respecto a otro tipo de estudios experimentales sobre la GPA, se ha observado
por diferentes métodos la presencia de un intermediario estable en su
desnaturalizacién térmica (Halsall y Kirley, 1981; Rojo-Dominguez et al., 1990
y el capitulo 2 de este trabajo). Como se describid en la parte experimental,
existe evidenclia para proponer que este intermediario podria consistir en una
especie con una porcién de su estructura, que se encuentra plegada de manera
poco compacta, parcialmente desdoblada. Esta regién parece estar localizada
cerca del extremo —carboxile terminal. Incluso, como se describié

anteriormente, puede sefialarse a un residuo de triptofano involucrado en este

104




cambjo e inmersc en una zona con gran densidad de carga eléctrica. Utillzande
el modelo gque se propone para la GPA, puede observarse una regién, gue inicia
en el aminocdcido 128 y se extlende hasta el extremo de la cadena, que tilene un
empaquetamiento poco compacto. Esta zona incluye a la hélice T y a una porcién
irregular y podria llepay a contener a los Ultimos 15 residuos no modelaéos
entre los cuales hay wuna gran cantidad de aminoacidos cargados. Esta
observacién concuerda con los estudios de desnaturalizacién, sobre todo al
notar que el 4iriptofanc 160 se encuentra en la superficie de la estructura
modelada e interaccionando a una distancia menor de 4 A con los siguientes
residuos cargados: K24, K161, Klé4, D159 y El166.

Otra caracteristica interesante es el hecho de que al cbservar la posicién de
los reemplazos de aminodcidos entre las variantes A (que es la modelada en
este trahajo) y B, se encuentra que la regién de la secuencia de mayor
concentracion de sustituciones estéd entre los amlnoidcidos 100 y 107, donde se
presentan siete de los veintidos reemplazos. Es sorprendente notar que esta
zona es la mas cercana a la hélice I, pues esto es consistente con la
propuesta de que la hélice forma parte de la porcién poco empacada de la AGP
al haber gran variabilidad en los aminoadcidos en el barril 8 que interaccionan
con ella. S6lo uno de los siete reemplazos mencionados en el parrafo anterior
involucra cadenas laterales del interiocr del barril, consistiendo en el cambio
de una alanina a una glicina. Sélo existen otras tres sustituciones en la
regién interna de la molécula, todas de naturaleza conservativa: I88+»V, I103-F
y V1255F). El resto de los reemplazos ocurren en regiones externas del modelo.
Por otra parte, es importante hacer notar gque un nimero alto de Ilas
sustituciones de aminoacidos (siete de las veintidos o el 32%) involucran
cadenas laterales que interaccionan con 1la progesterona. Este hecho es
remarcable por dos razones: primero, es un hechc que apoya la posicidén del
ligando en el modelo y por otra parte, permite proponer que la localizacién de
estas sustituciones no es casual. En efecto, el hecho de que las dos variantes
de la AGP se sinteticen en propercién de tres a uno, y que el 32% de los
cambios en estas especies se encuentren en el sitio de unién de ligandos,
parece sugerir que las dos variantes poseen diferencias en su afinidad, o
incluso en su especificidad, por ligandos hidrofébicos. De esta manera, es
posible que las dos wvariantes de GPA posean funciones biolégicas
complementarias. Aungue, hasta lo que sabemos, no se han realizado estudios de
afinidad por ligandos en las variantes de esta glicoproteina por separado, el

analisis del! modelo propuesto para la GPA permite entrever la importancia de

estos experimentos.
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Finalmente, concluyendo la comparacién de los resultados experimentales con el
modelo de la glicoproteina, cabe mencionar que Kute y Westphal (1976)
encontraron experimentalmente que un residuo de lisina, dos de tirosina y uno
de triptofano estan localizados en el sitio de unién de 'la progesteroga.
Incluso, lograron estimar la distancia entre el esteroide y el grupo indol del
residuc de triptofano en el intervalo de 9.1 a 14.1 A. La coincidencia de
estos resultados con la estructura de la GPA construida en este trabajo es
completa, pues se observan los residuos Y37, K39, Y74 y W122 interaccionar con
el ligando (véase la figura 4-2), ademas de que la distancia entre los centros

de la cadena lateral del W122 y la progesterona resulta ser de 9.7 A.

En la figura 4-6 se muestran diferentes esquemas del modelo de la GPA. En el
recuadro A se tiene la sobreposicién de la traza de los aminoacidos 1 a 168 de
la glicoproteina (amarille) y la PTB (rojo}. En la parte superior de la
ilustracién se encuentran las hélices del final de la cadena de estas
proteinas. En el caso de la GPA se tlene esta estructura secundaria desplazada
a la derecha respecto a la estructura molde. La posicién de lag hojas B
permanece aproximadamente en su sitio, sin embarge, las regiones de giros que
unen a las cadenas B sufrieron cambios estructurales mayores, sobre todo en el
sitio de unién de ligandos, ubicada en la esquina inferior izquierda de este

esquema. Esta figura es similar a la 4-3, aunque con una orientacién
diferente.

El siguiente recuadro (B) muestra la localizacién de las cadenas laterales de
triptofano (amarille) en la traza de la GPA (rojo). Con color azul se muestra
a la progesterona unida a la glicoproteina. Pueden apreciarse la cercania de
este esteroide con el W122, la exposicién al solvente del W160 (lado

izquierde) y la posicién interna del W25. El extremo amine se leocaliza a la

izquierda de la figura.

En el esquema C se muestra otra orientacién de la cadena principal de la
glicoproteina y la posicién del esteroide (verde) en el barril formado por las
hojas B. El eje de este barril coincide con la vertical de 1la figura. Los
exiremos amino y carboxilo se localizan en la parte media de la figura a la
izquierda y a la derecha, respectivamente. Es interesante notar cémo los giros
de la cadena principal que unen a los segmentos constituyentes de las hojas B
se pliegan sobre la estructura cerrando la parte inferior del barril y se
abren en la regién superior formando el caliz que alberga al ligando. La

hélice 1 se observa en la parte posterior de la molécula (abajo a la
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izquierdal). La siguiente representacién (D) incluye en color amarilleo a las
cadenas laterales de la GPA que interaccionan con el esterolde, en el anilogo
tridimensional de la figura 4-2. En esta orientacién se aprecia la entrada al
caliz y como el espacioc que aparentemente esta vacio en las' representaciones
que sélo incluyen la traza de la cadena principal se llena con las cadenas

laterales.

La figura 4~6E muestra a los dos enlace disulfuro [(blance) y a los puentes de
hidrégeno entre &tomos de la cadena principal (amarillo), como se representa
en la figura 4-5. En este esquema se sustituyo la traza por el conjunto de
dtomos de la cadena principal. La hélice I se localiza en la esquina superior
izquierda. La Ultima representacién (F) muestra una orientacién mas de la
molécula que permite apreciar la cavidad interna que aloja a la progesterona
(magenta). Esta caracteristica es consistente con la alta accesibilidad al
solvente de los grupos quimicos de la GPA. Se incluyen ademds las cadenas
polares y cargadas de la molécula, las cuales se localizan principalmente en

el exterior,

En estos esquemas puede observarse la posicién perpendicular de las cadenas
que forman el barril (B, C, D y F) y que la regién que incluye a la hélice 1 y
el segmento que le sigue hasta el extremo carboxile se encuentran empacadas
deficientemente, esto es, que existe una distancia grande entre estos

segmentos y el resto de la molécula (A, B, C, E, F).
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CAPITULO 5.

CONCLUSIONES GENERALES.

En la introducciéon se menciond el interés que actualmente tienen los estudios
sobre la arquitectura de las proteinas para comprender mejor Una gran cantidad
de fendmenos bicldgicos y para su aplicacién tecneclégica. A pesar de la gfan
importancia que tiene el poder conocer la estructura de una proteina, y del
aumento en la velocidad con la que se estidn determinando nuevas estructuras,
esto es frecuentemente dificil para una proteina especifica. Asi, en el caso
de la GPA no han sido posibles ni su cristalizacidn apropiada ni sus estudios
por resonancia magnética nuclear. Queda entonces la predicecién de la
estructura tridimensional modelada por medic de la mecanica molecular. Sin
embargo, esta estimacidon requiere necesariamente de la convergencia de
resultados derivados de una gran variedad de disciplinas diferentes. En este
tipo de trabajos, es fundamental la complementaridad de los estudios teéricos
¥ experimentales. Esta tesis es el primer esfuerzo en esa direccién en nuestro

laboratorio, y posiblemente en el pais.

El objetivo planteado en este trabajo, el estudio y prediccién estructurales
de la glicoproteina acida a1, fue alcanzado al obtener un modelo de la
arquitectura de esta macromelécula, el cual cumple simultineamente con las
caracteristicas estereocquimicas de las proteinas y con la informacién
estructural sobre ella que se ha determinado experimentalmente. Con el avance
actual en el campo y la tecnologia disponible, resulta adn imposible modelar
una proteina si no se dispone de una estructura homéloga que pueda utilizarse
como punto de partida en la simulacién. En nuestro caso, pudo justificarse el
clasificar a la GPA como un miembro de la familia de las lipocalinas; la
evidencia para tal justificacién proviene tanto de estudios experimentales
(anadlisis de espectros de dicroismo circular, determinacién de su interaccién
con ligandos hidrofébicos, tamafio de la porcidn peptidica, conservacién de la
secuencia en dos regiones y de algunas cisteinas involucradas en puentes
disulfuro, homologia en la estructura de los genes que las codifican, etc.)
como tedricos (clasificacién estructural con base en su composicién de
aminoacidos, significacidén de su homologia, estimacién de las posicliones de
sus regiones antigénicas, prediccién de estructuras secundarias, analisis

comparative de los ndcleos hidrofdébices, etc. ).

5e determind que el proceso de desnaturalizacién de la GPA es complejo. La
transicion térmica desde el estado nativoe hasta el desnaturalizado ocurre a

través de al menos un intermediario a concentraciones significativas. Este

109




intermediario no difiere sustancialmente de la estructura nativa, mantienc la
disposicién de sus grupos aromaticos respecto al solvente, ademas de que no
altera su contenide de estructuras secundarias. El mayor cambio estructural
parece encontrarse en una regién gque contiene un residuo de triptofano y se
localiza cerca del extremo carboxilo de la molécula. Este resultado es
corroborado en el modelo molecular, al encentrar a un grupo indol en un
entorno con gran cantidad de cargas eléctricas en los ultimos aminodcidos de
la cadena. En la estructura propuesta para la GPA, se puede identificar una
regioén cuyo empaquetamiento es menos compacto que en el resto de la molécula y
que incluye al extremo carboxilo de 1la cadena, en buen acuerdo con los
resultados experimentales. [a semejanza de la especie intermediaria con la
estructura nativa permitié utilizar el modelo de dos estados para estimar los
parametros termodinamicos de la establilidad de la proteina. Les resultados de
los estudios de desnaturalizacién inducida per hidrocleruro de guanidina
sugleren que la proteina desnaturalizada térmicamente conserva algin tipe de
estructura residual. De cualdquier manera, la estructura nativa de 1la GPA
parece tener gran accesibilidad al solvente. Esto coincide con el modelo
propuesto de su estructura, dada la gran cavidad que posee para albergar al
ligando, a la regién de bajo empaquetamiento, a la gran cantidad de segmentos
que sobresalen de la estructura globular y a la presencia del segmento,
localizado al final de 1la cadena, que posee gran cantidad de cargas

eléctricas.

Aungue el modelo de la GPA que se presenta en este trabajo no contiene la
porcién de carbohidratos de la molécula, ni a los Ultimos 15 amincacidos de la
cadena, es suficiente para mostrar la arquitectura general de la parte
proteica y muchos de los detalles particulares. Se ha demostradc gque la
porcién glicosidica no afecta sensiblemente la conformacidén de la cadena
polipeptidica. Esta es consistente con 1la topologia general de las
lipocalinas, aunque es posible que posea un segmento helicoidal adicional
altamente polar. Las variantes A y B parecen tener diferente afinidad e
incluso distinta especificidad por su ligando natural, a Juzgar por el alto
nimerc de reemplazos de aminoacidos involucrados en las interacciones con 1la
progesterona. La posicién de este esterolde en la cavidad de la GPA parece ser
la adecuada, estabilizada por cuatro puentes de hidrégeno y una gran cantidad
de interacciones tanto con cadenas laterales como con grupos quimicos de la
cadena polipeptidica. El estudic de la dindmica molecular de este ligando

indica que después de los 30 ps iniciales, la progesterona encontré una
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orientacién muy favorecida, en un minimo energético de gran profundidad que
estabilizé fuertemente su posicion. A pesar de que se ha reportado que al
menos en una lipocalina el sitio de unién de moléculas hidrofébicas se
encuentra en otro lugar, en el caso de la GPA al igual que en la PTB y la PTR
éste se encuentra en la cavidad formada por las hojas B, como se observa en el

modelo.

La estructura propuesta para la glicoproteina depende en gran medida de la
homologia con las lipocalinas y en particular del alineamiento apropiado con
la macromolécula que sirvié de molde. Sin embargo, basados en la coincidencia
en la posicién de las estructuras secundarias, en el anadlisis de nicleos
hidrofébicos y en los resultados faveorables en la comparacién del modelc con
la informacidén estructural disponible, puede considerarse gque el alineamiento
encontrado de la secuencia de la GPA con la de la PTB refleja de manera muy
cercana la correspondencia entre las regiones topoloégicamente equivalentes en
ambas macromoléculas, y que la prediccién de la estructura de la glicoproteina

acida ar es adecuada.

Lamentablemente, no fue posible identificar el sitio de unién de drogas
bidsicas a la GPA. Puede especularse que éste se encuentre en la porcién de
carbohldratos de la glicoproteina que tiene un alto nuimero de residuos de
acido slialico; o bien, que la porcién carboxilo terminal de gran cantidad de
cargas eléctricas esté Inveolucrada en este tipo de interacciones. En realidad,
el modelo propuesto ha permitido responder algunas de las interrogantes sobre
la conformacién de esta macromolécula, pero ha generado otras que hacen del
estudio estructural de la GPA y de las lipocalinas en general toda un linea de
investigacién. En el future se planea estudiar la desnaturalizacién de estas
moléculas por medio de la calorimetria diferencial de barride, y continuar con
el modelado de algunas de ellas, con particular interés en el analisis de sus
variantes y de sus interacciones con moléculas hidrofébicas. Este trabajo es
una contribucidn pequefia, pero entusiasta, a los estudies estructurales de
proteinas, y en general, a la busqueda de los fendémenos que dirigen el

plegamiento de estas moléculas a la muy particular y funcionalmente activa

estructura nativa.
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APENDICE I.
LISTADO DEL PROGRAMA "TRANSICION",

10 FPRABERSEEER AR RN EFENERNREEAREN A SRR R R SRR D R FERRR RN ESE RS

20 7

307 TRANSICION (TR)

40 °

50 ' Este programa ajusta los puntos experimentales de una curva de
60 ’ transicién a una funcidén doble exponencilal definida en las
70 ' lineas 10000 a 10080, calculandec los pardmetros termodinamices.
80 °

90 ' Arturo Rojo, Rafael Zubillaga y Andrés Hernandez. Mayo 1989.
100 ° Departamento de Quimica. Laboratorio de Biofisicoguimica.
110 ° Universidad Auténcma Metropolitana-Iztapalapa.

120 ’

130 °

140 DIM T(30), F(30), A{(5}, SIGMAY(30), SIGMAA(5), DELTAA(S5), FTEO(30)

141 BOUA N N R T N O

142 °

143 ' Cuerpo Principal del Programa.
144

149 KEY OFF

150 GOSUB 1000 : 'Lee puntos experimentales (N, Ti, Fi)

160 GOSUB 1500 : 'Valores iniclales, constantes y datos

170 GOSUB 2000 : 'Convierte temperatura de C a K

180 GOSUB 2500 : ’'Calcula RMS Y SIGMAY

181 NGL = N-NVAR : GOSUB 50000 : ’Calcula CHI

182 TITULO% = "Ajuste de parametros termodinamices" : GOSUB 60000

190 PRINT SPACE$(21);"DELTA Cp Tm DELTA Hm"

191 PRINT SPACE$(20);"{cal/molK) {C) (cals/mol) CHI CUAD. RMS"

192 PRINT:PRINT"VALORES INICIALES";TAB(21):PRINT USING" #3854, #8#"; A(1);

193 PRINT TAB(31) : PRINT USING " ##.###4";A(2)-K;:PRINT TAB(39):PRINT
USING * #####4. 434", A(3);

194 PRINT TAB(52) : PRINT USING “ Ck#uEgy-~~~"  CHI;RMS

199 ITE = -1

200 GOSUB 20000 : ’'Realiza la primera iteracién ajustande variables

210 LOCATE 9,1 : PRINT "“VAL. ITERACION ANT.";TAB(21) : PRINT USING
THHaaE #H" A1)

211 PRINT TAB(31) :PRINT USING" #i.###";A(2)-K; :PRINT TAB(39) :PRINT
USING " ###s84t. 44", A(3);

212 PRINT TAB(52} : PRINT USING " CBEEERE " CHI ;RMS

220 ANT = CHI

230 GOSUB 20000 : 'Continta iteraciones

240 D = ABS(ANT-CHI)

245 D = D/ANT

246 LOCATEZ23,1:PRINT"VARIACION EN CHI RESPECTO A ULTIMA ITERACION:";

247 PRINT USING " ### ##4#4# " ;D*100;

248 PRINT "%."

250 1F D>.001 GOTO 210 : ’Si mejord menos de 0.1% deja de iterar

260 GOSUB 2500 : GOSUB 50000
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269
270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370

380
390
400
410
420
430
440
450

460
470

480
490
492
494
500
510
520
530
540
550
560
S70

580

590
600
610
620
630
640

6350
660
662
664
670
680

T2 223 XXX ERE SRR RS RZES SRS R R RS RS E SRR RS R EREEERE DS N

’ Resultados

TITULO$ = "Resultados"”
GOSUB 60000

PRINT TAB(30);"Delta Cp Tm Delta Hm"

PRINT TAB(29);"(cal/molK) (C) {cal/mol)"

PRINT: PRINT"ValorCalculado” ; TAB{29) :PRINT USING "#¥H#%H. #3888 A(1);
PRINT USING" #4. #H#4";A(2)-K; :PRINT USING " HEHEHE, ##"; A(3)
LOCATE 9,1:PRINT"Sigma"; TAB(2%):PRINT USING" ###i##, ###" ;SIGMAA(1);
PRINT USING" #4. $##" , SIGMAA(2); : PRINT USING " HEHEaa . #4",;
SIGMAA(3)

LOCATE 13,1 : PRINT "Chi cuadrada =";CHI," RMS =" :RMS

LOCATE 16,1 : PRINT "Max
TX = A(2)}*EXP(-A(3)/(A(2
G = A(3)*(1-(TX/A(2))) +

ima estabilidad a ";
1*a(1)))
A(1)*®{TX-A(2)-TX*LOG(TX/A(2)))

PRINT TX-K;"grados centigrados,"”
LOCATE 18,22 : PRINT "con Delta G =";G;"cal/mol."

DH1 = A{3)+A(1)*(383.15-

LOCATE 21,1:PRINT "Delta H extrapolada a 110 grados centigrados =";

DH1;" cal/mol."

PRINT : INPUT "Cont.";R$

PRINT : PRINT : PRINT "

G(cp)"

FRINT : FOR I =1 TO N
PRINT USING "## ".I;

PRINT USING"##. ##44 "
NEXT 1
INPUT "Cont.";R$
LPRINT TAB(30);"Delta Cp

A(2))

# T FD FTEO DELTA G

14

DELTA

: PRINT USING "##.### “;T(I)-K;F(I); :
DG = A(3)-T(I)*(A(3)/A(2))+A(1)*(T(I)-A(2)-T(1)*LOG(T(I)/A(2)))
DGC = -R*T*LOG(FTEO(I)/(1-FTEO(I)))

;FTEO(1); : PRINT USING" ###t##. #3#

Tm Delta Hm"

LPRINT TAB(29);" (cal/molK} (C) (cal/mol)"
LPRINT:LPRINT"ValorCalculado” ; TAB(29):PRINT USING"###43, ##4";A(1);

LPRINT USING" i #8#4" ; A(2)-K; : LPRINT USING"

"2 DGC; DG

HHEHEH. #4";A(3)

LPRINT :LPRINT : LPRINT "Sigma";TAB(29):LPRINT USING "#it###. ##4#";

SIGMAA(1);
LPRINT USING " 2 2 1
SIGMAA(3)
LPRINT : LPRINT : LPRINT

LPRINT : I PRINT "Maxima
LPRINT TX-K;" grados cen
LPRINT *

LPRINT : LPRINT "AH extrapolada a 110 grades centigrados=";DH]l;"cal/mol."

LPRINT : LPRINT : LPRINT

DELTA G(CP}"

ILPRINT : FOR I = 1 TON
LPRINT USING "## "1

LPRINT USING"##. ####
NEXT I

";SIGMAA(Z2); : LPRINT USING" HHHHRE . H¥"

"Chi cuadrada =";CHI," RMS =" ;RMS

estabilidad a “;
tigrados,"
con Delta G =";G;"cal/mol."

" o# T FD FTEO

DELTA G

; tLPRINT USING "##. $#t# " T{I)-K;F(I);
DG = A(3)-T(I)*(A(3)/A(2))+A(1}*(T{1)-A(2)~T(I)*LOG(T(I}/A(2)))
DGC = -R*T*LOG(FTEO(I)/(1-FTEO(I)))}

";FTEO(I); :LPRINT USING" ##it##. ###
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685 KEY ON

690 END

700 * FIN DEL PROGRAMA

710 IR X222 2222 R 2R R RN ERZRRRR i RRiiRRRZRRERRRRX X
1000 '

1010 Carga datos experimentales

1020 '

1030 TITULO® = "Puntos Experimentales."

1040 GOSUB 60000

1200 DATA 6 : ' pH 5.25 con pts. suaves

1210 DATA 20,30,40,50,60,70

1220 DATA .2,.3,.4,.5,.6,.7

1300 READ N

1310 FOR 1 =1 TO N

1320 READ T(I)

1330 NEXT 1

130 FOR I =1 TON

1350 READ F(I)

1360 NEXT 1

1370 PRINT " # TEMP(C) FD" : PRINT

13715 s=1: Q=20

1330 FOR I =1 TO N

1390 LOCATE 1+6-Q,S : PRINT USING " ##"; 1,

1400  PRINT USING " B 484", T(I);

1410  PRINT USING * #.oBBERF(DD)

1415 IF I = 15 THEN LOCATE 6,1 : S = 40 : Q = 15

1420 NEXT I

1430 LOCATE 23,1 : INPUT "Estan todos los datos correctos? (S/N)":R$
1440 IF R¥ = "s" OR R$ = "S" THEN RETURN

1450 IF R$<>"n" AND R$<>"N" THEN GOTO 1430

1460 PRINT:PRINT:PRINT"MODIFIQUE VALORES EN LAS SIGUIENTES LINEAS :"
1470 LIST 1200-1299

1480 END

1500

1510 ¢ Valores iniciales y constantes

1520 °

1530 A(1) = 13.9 : DELTAA(1} = 30 : "DELTA Cp

1540 A(2) = 49.7 : DELTAA(2) = .1 : '"Tm

1550 A(3) = 8793.5 : DELTAA(3) = 20 : 'DELTA H EVALUADO A LA Tm
1560 K = 273.15 : R = 1.98717

1570 NVAR = 3

1590 RETURN

2000 °

2010 ' Convierte temperaturas centigradas a Kelvin

2020 °

2030 FOR I =1 TON

2040 T(I) = T(I)+K : 'Temperaturas de los puntos exp.
2050 NEXT 1

2060 A(2) = A(2)+4K : 'Valor inicial de Tm.

2070 RETURN
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2500 '

2510 Calcula RMS y SIGMAY
2520 '

2530 RMS = 0

2540 SIGMAY = 0

2550 FOR I =1 TO N

2560 T = T(I)

2570 GOSUB 10000

2580 RMS = RMS + (F(I)-FD)"2
2590 NEXT 1

2600 SIGMAY = RMS/(N-NVAR)
2610 RMS = RMS/N

2620 RMS = SQR(RMS)

2630 FOR I = 1 TON

2640 SIGMAY(I) = .05 : 'Fija incertidumbre en FD exp a 0.05
2650 NEXT I

2660 RETURN

10000 ’
10010 ’ Evalua la funcidén doble exponencial calculando FTEO
10020

10030 CO ((A(3)/7(R*A(2)})) - (A(1)/R))

nn

10040 AR = CO*{(1-(A(2)/T))

10050 NUM = AR+(A(1}/R)*LOG(T/A(2))

10060 FD = EXP(NUM)

10070 FD = FD/(1+FD)

10080 RETURN

20000 '

20010 ' Realiza la iteracidén ajustando las tres variables
20020

20030 LOCATE 15,1 : PRINT "DELTA"

20031 LOCATE 11,1 : PRINT “VALOR ACTUAL"
20032 LOCATE 17,1 : PRINT "AJUSTANDO"

20033 LOCATE 19,1 : PRINT "NUM. DE AJUSTES"
20034 LOCATE 21,1 : PRINT "ITERACIONES :";
20035 ITE = ITE+1 : PRINT USING "###":ITE

20040 CHI = 0

20050 IF NGL<=0 GOTO 20770

20060 FOR J = 1 TO NVAR

20064 F =0

20065  LOCATE 17,19 : IF J = 1 THEN PRINT "DELTA Cp "
20066 IF J = 2 THEN PRINT SPACE$(15):"Tm "
20067 IF J = 3 THEN PRINT SPACE$(25);"DELTA Hm"

20070 FOR I =1TON

20080 T = T(I)
20090 GOSUB 10000 : ’Evalua FD
20100 FTEO{I} = FD

20110 NEXT I
20120  GOSUB 2500
20130  GOSUB 50000

20135  GOSUB 30000:'Muestra valores actuales del parametro, CHI y RMS
20140  CHI1 = CHI
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20150
20160
20162
20163
20165
20170
20180
20190
20200
20210
20220
20230
20240
20245
20250
20260
20270
20280
20290 °
20300 °

20310

20320
20325
20330
20340
20350
20360
20370
20380
20390
20400
20410
20420 °

F = F+1l
DELTA = DELTAA
LOCATE 15,18 :

(J)
IF J = 2 THEN LOCATE 15,30

IF J = 3 THEN LOCATE 15,42
PRINT USING "##. ##4"~"~"";DELTA
A(J) = A(J)+DELTA

FOR I = 1 TO N
T = T(I)
GOSUB 10000
FTEQ(I) = FD

NEXT 1

GOsuUB 2500

GOSUB 50000

GOSUB 30000

€HIZ2 = CHI

D = CHI1-CHI2

'Valores actuales del parametro, CHI y RMS

IF D = 0 GOTO 20170
IF D>0 GOTO 20450

Invierte direccién de busqueda al aumentar CHI

DELTA = -DELTA
LOCATE 15, (J+1

}1*10-4+J%*2 : PRINT "-"

A(J) = A(J)+DELTA

FOR I =1 TO N

T =T(I)
GOSUB 10000
FTEO(I1)} = FD
NEXT I
TEMP = CHII
CHI1 = CHI2
CHI2 = TEMP

20430 'Aumento de A(J)

20440 °
20450
20460
20470
20480
20490
20500
20510
20520
20530
20535
20540
20550
20560
20570
20580
20590
20600 '
20610 7

F = F+1

hasta que CHI aumente

A(J) = A(J)+DELTA

FOR I =1 TON
T = T(1)
GOSUE 10000
FTEO(I) = FD

NEXT I

GOSUB 2500

GOSUE 50000

GOSUB 30000

CHI3 = CHI

D = CHI3-CHI2

"Valores actuales del parametro, CHI y RMS

IF D>=0 OR F>15 GOTO 20600

CHI1 = CHI2
CHIZ = CHI3
GOTO 20450

Busca el minimo de la parabola con tres puntos
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20620
20630
20640
20645
20650
20660

20670 °

20680
20690
20700
20710
20720
20730
20740
20750
20760
20770

30000
30010
30020
30030
30040
30050
30060
30070
30080

50000
50010
50020
50030
50040
50050
50060
500770
50080
50090
50100

60000
60010
60020
60030
60040
60050
60060
60070
60080
60090
60100
60110

DELTA = DELTA*(1/{1+{CHI1-CHI2)/(CHI3-CHIZ))+.5)
AlJ) = A(J)-DELTA
SIGMAA{J} = DELTAA(J)*SQR{2/(NGL*" (CHI3- 2’CH12+CH11)))
DELTAA(J) = DELTAA(J)*(F-1)/3
NEXT J
' Calcula valores con los nuevos parametros
FOR 1 =1 TO N

= T(I)

GOSUB 10000

FTED(I) =
NEXT 1
GOSUB 2500
GOSUB 50000
RETURN
"Valores actuales de los pardmetros a la pantalla
IF J = 1 THEN LOCATE 11,21 : PRINT USING "#####. #4";A(1)
IF J = 2 THEN LOCATE 11,31 : PRINT USING " #i# ##8";A(2)-K
IF J = 3 THEN LOCATE 11,39 : PRINT USING " #it###4. #4":A(3)
LOCATE 11,52 : PRINT USING " CHURRAE- """ CHI; RMS

LOCATE 19, (J+1)*10+2*J : PRINT USING "##".F+1
RETURN

»

' Evalta CHI CUADRADA

CHI =0
IF NGL<=0 GOTO 50100
FOR I =1 TON

PESO = 1/{SIGMAY(I)"2)
CHI = CHI + PESO*{(F(I)-FTEC(I))"2
NEXT 1
CHI = CHI/NGL
RETURN
’ Subrutina de titulo centrado en video inverso
CLSE : COLTEXT = 5

COLOR 0,COLTEXT

LOCATE 1,1

PRINT SPACE$(79);

LOCATE 1, ((79-(LEN(TITULO$)))/2)
PRINT TITULO$

LOCATE 4,1

COLOR COLTEXT,O

RETURN
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APENDICE II.
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.

Lipocalinas mencionadas en este trabajo

Abreviatura Nombre
GPA  Glicoproteina acida w1 humana u orosomucoide
Human alpha-i-acid glycoprotein or oresomucoid
PTB Proteina transportadora de bilina
Bilin binding protein
INS Insecticianina de Manduca sexta
Insecticyanin from Manduca sexta
BLG B-Lactoglobulina
B-Lactoglobulin
PTR Proteina transportadora de retinol
Retinol binding protein
AFR  Afrodisina
Aphrodisin
AlM Alfa-1 microglobulina
Alpha-1 microglobulin, HC protein
AZM Alfa-2u globulina
Alpha-2u-globulin
ALD Apolipoproteina D
Apolipoprotein D
C8G Cadena ¥ del complemento 8
Eighth component of human complement, % chain
P14 Proteina 14
Placental protein 14
PDA Proteina dependiente de andrégeno
Rat epididymal androgen dependent protein
POR Proteina olfatoria de rana
Frog olfactory protein, Bowman’s gland protein
POL Proteina olfatoria de rata
Rat olfactory binding protein
PRO Proteina de orina de ratén
Mouse major urinary protein
PTP Proteina transpertadora de pirazina
Pyrazine binding protein
PUR Purpurina
Purpurin
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Abreviaturas de los aminocacidos

AminoaAcido Simbolos Aminoacido Simbolog
Alanina ALA A Asparagina ASN N
Cisteina Cys C Prolina PRO P
Acldo aspartico ASPF D Glutamina GLN Q@
Acido glutamico GLU E Arginina ARG R
Fenilalanina PHE F Serina SER S
Glicina GLY G Treonina THR T
Histidina HIS H Valina VAL V
Isocleucina ILE 1 Triptofano TRP W
Lisina LYS K Tirosina TYR Y
Leucina LEU L Acido
Metionina MET M pirrolidoncarboxilico PCA X
PEQUENOS
CHICOS
o
G
ALIFATICOS
AROMATICOS POSITIVOS
HIDROFORBRICOS POLARES

119

CARGADOS




BIBLIOGRAFIA.

Agvist J, Sandblom P, Jones TA, Newcomer ME, van Gunsteren WF y Tapia O.
(1986) Molecular dynamics simulations of the holo and apo forms of retinol
binding protein. Structural and dynamical changes Induced by retinol
removal. J. Mol. Biol. 192: 593-604.

Aki H y Yamamoto M. (1989} Thermcdynamics of the binding of phenothliazines to
human plasma, human serum albumin and «i-acid glycoprotein: a calorimetric
study. J. Pharm. Pharmacol. 41: 674-679.

Ali S y Clark AJ. (1988) Characterization of the gene encoding ovine
beta-lactoglobulin. Similarity to the genes for retinol binding protein and
other secretory proteins. J. Biol. Chem. 199: 415-426.

Ananthanarayanan VS y Bigelow CC. (1969a) Unusual difference spectra of
proteins containing tryptophan. I. Studies with model compounds.
Biochemistry 8: 3717-3723.

Ananthanarayanan VS y Bigelow CC. (1969b} Unusual difference spectra of
proteins containing tryptophan. II. Studies with proteins. Biochemistry 8:
3723-3728.

Andersen P, Andersen S y Brosstad F. (1980) Reduced anti-heparin effect of
desialyzed ai-acid glycoprotein. Thromb. Res. 17: B65-887.

Andersen P y Eika C. (1980) Scand. J. Haematol. 25: 202-204.

Andrews LJ y Forster LS. (1972) Protein difference spectra. Effect of solvent
and charge on tryptophan. Biochemistry 11: 1875-1879.

Anfinsen CB. (1973) Principles that govern the folding of protein chains.
Science 181: 223-230.

Aubert JP y Locheux-Lefebvre MH. (1976) Conformational study of oi-acid
glycoprotein. Arch. Biochem. Biophys. 175: 400-409,

Baldwin RL. (1986) Seeding protein folding. Trends Biochem. Sci. 11: 6-9.

Baron M, Norman DG y Campbell ID. (1991) Protein modules. Trends Biochem. Sci.
16: 13-17.

Bauman P, Miller WE, Eap CB y Tillement J-P eds. (1989) Alpha-I-acid
glycoprotein: genetics, biochemistry, physiolegical functions and
pharmacelogy. Alan R. Liss, Inc, Nueva York.

Bax A. (1989} Two dimensional NMR and protein structure. Annu. Rev. Biochem.
58: 223-256.

Bell SC y Keyte JW. (1987) Amino-acid sequence similarities. Nature 329: 296.

Bennett M y Schmid K. (1980) Immunosuppression of human plasma ai-acid

glycoprotein: Importance of the carbohydrate moiety. Proc. Natl. Acad. Sci.
77: 6109-6113.

Berman P, Gray P, Chen E, Keyser K, Ehrlich D, Karten H, LaCorbiere M, Esch F
y Schubert D. (1987) Sequence analysis, cellular localization, and

expression of a neuroretina adhesion and cell survival molecule. Cell 51:
135-142.

120




Bernstein FC, Koetzle TF, Williams GJ, Meyer EF, Brice MD, Rodgers JR, Kennard
0, Shimanouchi T y Tasumi M. (1977} The Protein Data Bank: a computer-based
archival file for macromolecular structures. J. Mol. Biol. 112: 535-542,.

Bevington PR (1969) Data reduction and error analysis for the physical
sciences, pp 204-246, McGraw-Hill, Nueva York.

. Bezkorovainy A y Winzler RJ. (1961) Isclation and characterization of an
acidic az-glycoprotein. Biochim. Biophys. Acta 49: 559-565.

Black JA y Dixon GH. (1968) Amino acid sequence of alpha chains of human
haptoglobins. Nature 218: 736-741.

Boguski MS. (1992) Computational sequence analysis revisited: new databases,
software tools, and the research opportunities they engender. J. Llpid Res.
33: 957-974.

Brooks DE, Means AR, Wright EJ, Singh SP y Tiver KK. (1986) Molecular cloning
of the cDNA for two major androgen-dependent secretory proteins of 18.5
kiledaltons synthesized by the rat epididymis. J. Blol. Chem. 26(11):
4956-4961.

Busetta B y Hospital M (1982} An analysis of the prediction of secondary
structures. Blochim. Biophys. Acta 701: 111-118.

Cantor CR y Schimmel PR. (1980b) en Biophysical Chemistry, Parte 111, pp
1075-1088, W.H. Freeman and Co., Nueva York.

Cavaggionl A, Sorbi RT, Keen JN, Pappin DJC y Findlay JBC. (1987) Homology
between the pyrazine-binding protein from nasal mucosa and major urinary
proteins. FEBS Letters 212(2): 225-228.

Chou PY y Fasman GD. (1974) Prediction of protein conformation. Biochemistry
13: 222~-224.

Chou PY y Fasman GD. (1978} Prediction of the secondary structure of proteins
from the amince acid sequence. Adv. Enzymol. 47: 45-148B,

Chou PY y Fasman GD. (1979) Predictions of f~turns. Blophys. J. 26: 367-384.

Chou YH y Hayman MJ. (1991) Characterization of a member of the immunoglobulin
gene superfamily that possibly represents an additional class of growth
factor receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4897-4901.

Chothia C. (1984) Principles that determine the structure of proteins. Annu.
Rev. Biochem. 53: 537~572.

Chotia C. (1992) One thousand families for the molecular biologist. Nature
357: 543-544.

Clark AJ, Clissolk PM, Al Shawi R, Beattie P y Bishop J. (1984) Structure of
mouse ma jor urinary protein genes: different splicing configurations in the
3" -non-coding region. EMBO J. 3: 1045-1052.

Clure GM y Gronenborn AM. (1991) Structures of larger proteins in solution:
three and four dimensional heteronuclear NMR. Science 252: 1390-1399.

Cohn EJ, Strong LE, Hughes WL,Jr, Mulford DJ, Ashyworth JN, Melin M y Taylor
. HL. (1946) J. Am. Chem. Soc. 68: 459.

121




Colantuoni V, Romano ¥, Bensi G, Santoro C, Constanzo F, Raugei G y Cortese R.
(1983) Cloning and sequencing of a full length c¢cDNA coding for human
retinol binding protein. Nucleic Acid Res. 11(22): 7769-7776.

Cooper R y Papaconstantinou J. (1986) Evidence for the existence of multiple
al-acid glycoprotein genes in the mouse. J. Biol. Chem. 261: 1849-1853.

Cowan SW, Newcomer ME, Jones TA. (1990) Crystallographic refinement of human
serum retinol binding protein at 2A resolution. Proteins Struct. Funct.
Genet. 8: 44-61.

Creighton TE. (1983) Proteins: Structures and molecular principles. W. H.
Freeman and Co. Nueva York.

Crick FHC, Barnett L, Brenner S y Watts-Tobin RJ. (1961) General nature of the
genetic code for proteins. Nature 192: 1227-1232.

Davies DR, Padlan EA y Segal DM. (1975) Three-dimensional structure of
Iimmunoglobulins. Annu. Rev. Biochem. 44: 639-667.

Dayhoff MO. (1978) En Atlas of protein sequence and structure., 5 suppl. 3:
1-8. Nat. Biomed. Res. Found., Washington D.C.

Dear TN, Campbell K y Rabbitts TH. (1991) Molecular cloning of putative
odorant-binding and odorant-metabolizing proteins. Blochemistry 30:
10376-10382,

DeLeve LD y Piafzky KM. (1981) Clinical significance of plasma binding of
basic drugs. Trends Pharmacol. Sci. 2: 283-284.

DeVos AM, Ultsch M y Kossiakoff AA. (1992) Human growth hormone and

extracellular domain of its receptor: crystal structure of the complex.
Science. 255: 306-312.

Dente L, Ciliberto G y Cortese R, {1985) Siructure of the human wi-acid
glycoprotein gene: sequence homology with other human azcute phase protein
genes. Nucleic Acids Res. 13: 3941-3952.

Dente L, Pizza MG, Metspalu A y Cortese R (1987) Structure and expression of
the genes coding for human ev~acid glycoprotein. EMBO J. 6: 2289-2296.

Doi E y Jirgensons B. (1970} Circular dichroism studies on the acid
denaturation of y-immunoglobulin G and its fragments. Biochemistry 9(5):
1066-1073.

Donovan JW. (1969) Changes in ultraviolet absorption produced by alteration
of protein conformation. J. Bicl. Chem. 244: 1961-1967.

Doolittle RF. (1981) Similar amino acid sequences: chance or common ancestry?
Science 214: 149-159

Doolittle RF. (1986) Of URFS and ORFS. A primer on how to analyse derived
amino acid sequernces. University Science Books. Mill Hill, California.

Doolittle RF. (1989) Redundancies in protein seguences. En Prediction of

protein structure and the principles of protein conformation. Fasman GD.
Plenum Press, Nueva York.

Doolittle RF, ed. (1990} Molecular evolution: Computer analysis of protein and
nucleic acid sequences. Methods Enzymol. 183,

122




Drayna D, Fielding C, MclLean J, Baer B, Castro G, Chen E, Comstock L, Henzel
W, Kohr W, Rhee L, Wion K y Lawn R. (1986) Cloning and expression of human
apolipoprotein I ¢cDNA. J. Biol. Chem. 261(35): 16535-16539.

Dufour E, Marden MC y Haertlé T. (1990} B-lactoglobulin binds retinel and
protoporphyrin IX at two different binding sites. FEBS Letters 277(1):
223-226.

Edelman GM. (1970) The covalent gtructure of a human yG-immunoglobulin. XI.
. Functional Implications. Biochemistry 9(16): 3197-3205.

Edelman GM. (1970) Antibody structure and molecular immunology. Science 180:
830-840.

Edmundson AB, Ely KR, Girling RL, Abola EE, Schiffer M, Westholm FA, Fausch MD
y Deutsch HF. (1974} Binding of 2,4-dinitrophenil compounds and other small

molecules to a crystalline A-type Bence-Jones dimer. Biochemistry 13(18):
3816-3827. .

Eisenberg D, Weiss RM y Terwilliger TC. (1982) The helical hydrophobic moment:
a measure of the amphiphilicity of a helix. Nature 299: 371-374.

Elwell ML y Schellman JA. (1977) Stability of phage T4 lysozymes I. Native
properties and thermal stability of wild type and two mutant lysozymes.
Biochim. Biophys. Acta 494: 367-383.

Emura J, Ikeneka T, Collins JH y Schmid K. (1971) The constant and variable
regions of the carboxyl-terminal CNBr fragment of ai-acid glycoprotein. J.
Biol. Chem. 246: 7821-7823.

Epp O, Lattman EE, Schiffer M, Huber R y Palm W. (1975) The molecular
structure of a dimer composed of the variable portions of the Bence-Jones
protein REI refined at 2.0A resolution. Biochemistry 14(22): 4943-4952.

Fasman GD. (1989) Prediction of protein structure and the principles of
protein conformation. Plenum Press. Nueva York.

Feng DF, Johnson MS y Doclittle RF. (1985) Aligning amino acid sequences:
comparison of commonly used methods. J. Mol. Evol. 21: 112-125,

Friedman ML, Schlueter KT, Kirley TL y Halsall HB. (1985) Fluorescence
quenching of human orosomucoid. Accessibility to drugs and small gquenching
agents. Biochem. J. 232: 863-867.

Franzblau C, Schmid K, Faris B, Beldekas J, Garvin P, Kagan HM y Baum BJ.
(1976) The interaction of collagen with a1-acid glycoprotein. Biochim.
Biophys. Acta 427: 302-314.

Gaboriaud C, Bissery V, Benchetrit T y Mornon JP. (1987) Hydrophobic cluster
analysis: an efficient new way to compare and analyse amino acid sequences.
FEBS Lett. 224: 149-155.

Gahmberg CG y Andersson LC. {1978) Leukocyte surface origin of human wa1-acid
glycoprotein (orosomucoid). J. Exp. Med. 148: 507-521.

123




Gahmberg CG y Andersson LC. {1982) GP52: A membrane form of ail-acid
glycoprotein (orosomicoid} on both T and B cells. En The glycoconjugates
111. p 255. Academic Press, Nueva York.

Ganguly M, Carnighan RH y Westphal U. (1976) Steroid-protein interactions.
XIV. Interaction between human oi-acid glycoprotein and progesterone.
. Biochemistry 6(9): 2803-2814.

Garnier J, Osguthorpe DJ y Robson B. {1978) Analysis of the accuracy and
implications of simple methods for predicting the secondary structure of
. globular proteins. J. Mol. Biol. 120: 97-120.

Ghélis C y Yon J. (1982} Protein Folding. Academic Press, Nueva York.

Gierasch LM y King J. (1991) Protein folding. Desciphering the second half of
the genetic code. American Asociation for the Advancement of Science.
Washington, D.C.

Girotti M, Jones R, Emery DC, Chia W y Hall L. (1992) Structure and expression
of the rat epididymal secretory protein I gene. Blochem. J. 281: 203-210.

Godovac-Zimmermann J. (1988) The structural motif of B-lactoglobulin and
retinol-binding protein: a basic framework for binding and transport of
small hydrophobic molecules? TIBS 13: 64-66.

Goldberg ME. (1985) The second traslation of the genetic message: protein
folding and assemmbly. Trends Biochem. Sci. 10: 388-391.

Goolkasian DL, Slaughter RL, Edwards DJ y Lalka D. (1983) Displacement of
lidocaine from ai-acid glycoprotein binding sites by basic drugs. Eur. J.
Clin. Pharmacol. 25: 413-417,

. Goto Y y Hamaguchi K. (1987) Role of amino-terminal residues in the folding of
the constant fragment of the immunoglobulin light chain. Biochemistry 26:
1879-1884,

Green RF y Pace CN. (1974) Urea and guanidine hydrochloride denaturation of
ribonuclease, lysozyme, a-chymotrypsin and B-~lactoglobulin. J. Biol. Chem.
249: 5388-5393.

Gu W y Brady JW. (1992) Molecular dynamics simulations of the whey protein
B-lactoglobulin. Protein Eng. S(1): 17-27.

Haefliger JA, Peitsch MC, Jenne DE y Tschopp J. (1991) Structural and
functional characterization of complement C8y, a member of the lipocalin
protein family. Molecular Immunology 28: 123-13%1.

Halsall HB y Kirley TL. (1981) Observations on the thermostability of
orosomucoid. Biochem. Biophys. Res. Commun. 102(2): 761-765.

Halsall HB y Kirley TL. (1982) The denaturation of orosomuceid. Arch. Biochem.
Biophys. 216: 392-399.

Hellerstein MK, Sasak V y Munro HN. (1985) Isolation of alpha-1l-acid

glycoprotein from human plasma using high-performance liquid chromatography.
Anal. Biochem. 146: 360-371.

Hennessey JP y Johnson WC, Jr. (1981) Information content in the circular
dichroism of proteins. Biochemistry 20: 1085-1094.

124




Hennessey JP y Johnson WC, Jr. (1982) Experimental errors and their effect on
analyzing circular dichroism spectra of proteins. Anal. Biochem. 125:
177-188.

Henzel WJ, Rodriguez H, Singer AG, Stults Jt, Macrides F, Aggsta WC y Niall
H.(1988) The primary structure of aphrodisin. J. Biol. Chem. 263(32):
16682-16687.

Herskovits TT y Sorensen M. (1968a) Studies of the location of tyrosyl and
tryptophy! residues in proteins. I. Solvent perturbation data of model
compounds. Blochemistry 7: 2523-2532.

Herskovitz TT y Sorensen M. (1968b) Studies of the location of tyrosyl and
tryptophy! residues in proteins. Il. Applications of model data to solvent
perturbation studies of proteins rich in both tyrosine and triptophan.
Biochemistry 7: 2533-2542.

Hill RL, Delaney R, Fellows RE y Lebovitz HE. (1966} The evolutionary origins
of the immunoglobulins. FProc. Natl. Acad. Sci. USA 56: 1762-1769.

Higgins DG y Sharp PM. (1988) CLUSTAL: a package for performing multiple
sequence alignment on a microcomputer. Gene 73: 237-244,

Higgins DG y Sharp PM. (1989) CABIOS 5: 151-153.

Holden HM, Rypniewski WR, Law JH y Rayment I. (1987) The molecular structure
of insecticyanin from the tobacco hornworm Manduca sexta L. at 2.6 A
resclution. EMBO Journal 6(6}: 1565-1570.

Hood L y Prahl J. (1971) The immune system: A model for differentjation in
higher organisms. Adv. Immunol. 14: 291-351.

Hoop TP y Woods KR. (1981) Prediction of protein antigenicity determined from
aminc acid sequence. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 3824-3828.

Huber R, Schneider M, Epp O, Mayr I, Messerschmidt A, Pflugrath J y Kayser H.
(1987a) Crystallizatjon, crystal structure analysis and preliminary
molecular model of the bilin binding protein from the insect Pieris
brasicae. J. Mol. Biol. 195: 423-434.

Huber R, Schneider M, Mayr I, Miller R, Deutzmann R, Suter F, Zuber H, Falk H
y Kayser H. (1987b) Molecular structure of the bilin binding protein (BBP)

from Pieris brasicae after refinement at 2.0 A resolution J. Mol. Biol. 198:
499-513.

Ikenaka T, Ishiguro M, Emura J, Kaufmann H, Isemura S, Bauer W y Schmid K.
(1972) Isolation and partial characterization of the cyanogen bromide
fragments of wi-acid glycoprotein and the elucidation of the amino acid

sequence of the carboxyl-terminal cyanogen bromide fragment. Blochemistry
11(20): 3817-3829.

Jeanloz RW. (1972) en Glycoproteins (A. Gottschalk, ed.), Part A p. 607.
American Elsevier, New York.

Jerne NK. (1967) Antibodies and learning: selection versus instruction. en The

neurosciences: A study program. (Quarton GC. et al., eds.) Rockefeller
University Press.

125

s rmmpp——



Jukes TH. (1978) The amino aclid code. Adv. Enzymol. 47: 375-432.

Julkunen M, Seppala M y Janne OA. (1988) Complete amino acid sequence of human
placental protein 14: A progesterone-regulated uterine protein homologous to
B-lactogiobulins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 8845-8849.

Kabsch W y Sander C. (1983) How good are predictions of protein secondary
structure? FEBS Letters 155: 179-182.

Kalal P y Kalous V. (1984) The tyrosyl and tryptophyl residues of oroscomuccid
studied by difference and derivative spectrophotometry. Coll. Czech. Chem.
Commun. 49: 165-169.

Kaminogawa S, Shimizu M, Ametani A, Hattori M, Ando O, Hachimura S, Nakamura
Y, Totsuka M y Yamauchi K. {1989) Monoclonal antibodies as probes for
monitoring the denaturation process of bovine B-lactoglobulin. Biochim.
Biophys. Acta 998: 50-56,

Karplus PA y Schulz GE. (1985) Prediction of chain Flexibilitly in proteins.
Naturewissenschaften 72: 212-213.

Kirley TL, Sprague ED y Halsall HB. (1982) The binding of spin-labeled

propranolol and spin-labeled progesterone by orosomucoid. Biophys. Chem. 15:
209-216,

Kim PS y Baldwin RL. (1982) Specific intermediates in the folding reactions of

small proteins and the mechanism of protein folding. Annu. Rev. Biochem. 51:
459-489,

Kuriyan J, Krishna TSR, Wong L, Guenther B, Pahler A, Williams Jr. CH y Model
P. (1991) Convergent evolution of similar function in two structurally
divergent enzymes. Science 352: 172-174.

Kurosky A, Barnett DR, Lee TH, Touchstone B, Hay RE, Arnott MS, Bowman BH y
Fitch WM. (1980) Covalent structure of human haptoglobin: a serine protease
homolog. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77(6): 3388-3392.

Kute T y Westphal U. (1976) Sterocid-protein interactions. XXXIV. Chemical
modification of el-acid glycoprotein for characterization of the
progesterone binding site. Biochim. Biophys. Acta 420: 195-213.

Kyte J y Doolittle RF. (1982) A simple method for displaying the hydropathic
character of a protein. J. Mol. Biol. 157: 105-132.

Labhardt AM. (1982} Secondary structure in ribonuclease. I. Equilibrium

folding transitions seen by amide circular dichreoism. J. Mol. Biol. 157:
331-355.

Lapanje S, Poklar N (1989) Calorimetric and circular dichroic studies of the
thermal denaturation of B-lactoglobulin., Biophys. Chem. 34: 155-162.

Laurent BC, Nilson MHL, Bavik CO, Jones TA, Sundelin J y Peterson PA. (1985)
Characterization of the rat retinol-binding protein gene and its comparison

to the three-dimensional structure of the protein. J. Blol. Chem. 260(21):
11476-11480.

Law JH y Wells MA, (1989) Insects as biochemical models. J. Biol. Chem.
264(28): 16335-16338.

126




Lee K-H, Wells RG y Reed RR. ({1987) Isolation of an olfactory cDNA: Similarity
to retinol-binding protein suggests a role in olfaction. Science 235:
1053-1056.

Levitt M. (1978) Biochemistry 17: 4277-4285.

Levitt ¥ y Chothia C. (1976) Structural patterns in globular proteins. Nature
261: 552-558.

Liao Y-CJ, Taylor JM, Vannice JL, Clawson GA y Smuckler EA. (1985) Structure
of the rat wmi-acid glycoprotein gene. Molec. Cel. Biol. 5: 3634-3639,

Lipman DJ y Pearson WR. (1985) Rapid and sensitive protein similarity
searches. Sclence 227: 1435-1441.

Lépez C, Grubb A, Soriano F y Méndez E. (1981) The complete amino acid
sequence of human complex forming glycoprotein heterogeneous in charge
(Protein HC). Biochem. Blophys. Res. Commun. 103(3): 919-925.

Liithy R, Bowie JU y Eisemberg D. (1992) Assessment of protein models with
three dimensional profiles. Nature 356: B83-885

Manavalan P y Johnson C. (1983) Sensitivity of circular dichroism to protein
tertiary structure class. Nature 305: 831-832.

Malinowski FR y Howery DG. (1980) Factor Analysis in Chemistry, pp 23-58,
Wiley, Nueva York.

Marchalonis JJ, Vasta GR, Warr GW y Barker WC. (1984) Probing the boundaries
of the extended Immunoglobulin family of regognition mclecules: jumping
domains, convergence and minigenes. Immunology Today S5(5): 133-142.

Marquart M, Deisenhofer, Huber R y Palm W. (1980) Crystallographic refinement
and atomic models of the intact immunoglobulin molecule Kol and its aritigen-
binding fragment at 3.0 A and 1.9 A resolution. J. Mol. Biol. 141: 369-391.

Mayo SL, Olafson BD y Goddard III WA. (1990) Dreiding: A generic force field
for molecular simulaticns. J. Phys. Chem. 94: 8897-8909.

McPherson A, Friedman ML y Balsall HB. (1984) Crystallization of «i-acid
glycoprotein. Biochem. Biophys. Res. Commun. 124(2): 619-624.

Monaco HL y Zanotti G. (1992) Three dimensional structure and active site of
three hydrophobic molecule binding proteins with significant amino acid
sequence similarity. Biopolymers 32: 457-465.

Monaco HL, Zanotti G, Spadon P, Bolognesi M, Sawyer L y Eliopoulos EE. (1987)
Crystal structure of the trigonal form of bovine beta-lactoglobulin and of
its complex with retinol at 2.5 A resolution. J. Mol. Biol. 197: 695-706.

Morris AL, McArthur MW, Hutchinson EG y Thornton JM. (1992) Stereochemical

quality of protein structure coordinates. Proteins Struct. Funct. Genet. 12:
345-364.

Myers EW y Miller W. (1988) CABIOS 4: 11-17.

127




Nagata A, Suzuki Y, Igarashi M, Eguchi N, Toh H, Urade Y y Hayaishi 0. (1991)
Human brain prostaglandin D synthase has been evolutionary differentiated
from lipophilic-ligand carrier proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88:
4020-4024.

Nakashima H, Nishikawa K y Ooi T. (1986} The folding type of a protein is
relevant to the aminc acid composition. J. Biochem. 99: 153-162.

Needleman SB y Wunsch CD. (1970} A general method applicable to the search for
similarities in the amino acid sequence of two proteins. J. Mecl. Biol. 48:
443-453,

Newcomer ME, Liljas A, Sundelin J, Rask L y Peterson PA. (1983)
Crystallization of and preliminary X-ray data for the plasma retinol-binding
protein. J. Biol. Chem. 259(8): 5230-5231.

Ng S, Rac AG, Howard OMZ y Sodetz JM. (1987) The eighth component of human
complement: Evidence that it Is an oligomeric serum protein assembled from
products of three different genes. Blochemistry 26: 5229-5233.

Nillson L y Karplus M (1986) J. Comput. Chem 7: 591.

Nishikawa K y Ool T. (1986) Radial locations of amino acid residues in a
globular protein: correlation with the sequence. J. Biochem. 100: 1043-1047.

Novotny J y Auffray C. (1984} A program for prediction of protein secondary
structure from nucleic sequence data: Application to histocompatability
antigens. Nucleic Acids Res. 12: 243-255.

Nozaki Y. (1972) The preparation of guanidine hydrochloride. Methods Enzymol.
27: 43-50.

Pace CN. (1975) The stability of globular proteins. CRC Crit. Rev. Biochem. 3:
1-43.

Papiz MZ, Sawyer L, Eliopulos EE, North ACT, Findlay JBC, Sivaprasadarao R,
Jones TA, Newcomer ME y Kraulis PJ. (1986} The structure of B-lactoglobulin
and its similarity to plasma retinol-binding protein. Nature 324: 383-385.

Perczel A, Hollosi M, Tusnady G y Fasman GD. (1991) Convex constraint

analysis: a natural deconvolution of circular dichroism curves of proteins.
Protein Eng. 4: 669-679.

Perczel A, Park K y Fasman GD. (1992) Deconvolution of the circular dichroism
spectra of proteins: The circular dichroism spectra of the antiparallel
B-sheet in proteins. Proteins. Struct. Funct. Genet. 13: 57-69.

Pervaiz S y Brew K. (1985) Homology of B-lactoglobulin, serum retinol-binding
protein, and protein HC. Science 228: 335-337.

Pervaiz S y Brew K. (1987) Homology and structure-function correlations
between ai-acid glycoprotein and serum retinol-binding protein and its
relatives. FASEB J. 1: 209-214.

Petsko GA. (1991) Enzyme evolution. Déja vu all over again. Science 352:
104-105.

128




-

Pevsner J, Reed RR, Feinstein PG y Snyder SH. (1988) Molecular cloning of
odorant-binding protein: member of a ligand carrier family. Science 241:
336-339.

Porter RR. (1973) Structural studies of immunoglobulins. Science 180: 713-716.
Privalov PL. (1979) Stability of proteins. Adv. Protein Chem. 33: 167-241.

Privalov PL y Gill SJ. (1988} Stabjlity of protein structure and hydrophobic
interaction. Adv. Protein Chem. 39: 191-234.

Privalov PL. (1989) Thermodynamic problems of protein structure. Annu. Rev.
Biophys. Biophys. Chem. 18: 47-69.

Ptitsyn OB. (1987) Protein folding: Hypotheses and experiments J. Protein
Chem. 6: 273-293,

Ramakrishnan C y Ramachandran GN (1965) Biophys. J. 5: 909-933.

Ray BK y Ray A. (1991) Molecular cloning and nucleotide sequence of
complementary DNA encoding rabbit wi-acid glycoprotein. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 178: 507-513.

Ray BK y Ray A. (1992) Cloning and structural characterization of a rabbit

genomic DNA for wi-acid glycoprotein. Blochem. Biophys. Res. Commun. 185:
69-77.

Reinke R y Feligelson P. {1985) Rat ai-acid glycoprotein. Gene sequence and
regulatijon by glucocorticoids in transfected L-cells. J. Biol. Chem. 260(7):
4397-4403.

Ricca GA y Taylor JM. (1981) Nucleotide sequence of rat ai-acid glycoprotein
messenger RNA. J. Biol. Chem. 256(21): 11199-11202.

Riley CT, Barbeau BK, Keim PS, Kézdy FJ, Heinrikson RL y Law JH. (1984) The
covalent protein structure of insecticyanin, a blue biliprotein from the

hemolymph of the tobacco hornworm, Manduca sexta L. J. Biol Chem. 259(21):
13159-13165.

Richardson JS. (1977) B-Sheet topology and the relatedness of proteins. Nature
(London) 268: 495-500.

Richardson JS. (1981) The anatomy and taxonomy of protein structure. Adv.
Protein Chem. 34: 167-339.

Rojo-Dominguez A. (1988} Determinacidén de los pardmetros termodindmicos de la
estabilidad de la glicoproteina 4dcida-a1 y su implicacién en las
caracteristicas estructurales de la molécula. Tesis de maestria. Universidad
Auténoma Metropolitana. Unidad Iztapalapa, México.

Rojo-Dominguez A, Zubillaga-Luna RA y Hernandez-Arana A. (1989) Manual,
descripcidn, listado y detalles técnicos del programa Transicidn.
Universidad Autdnoma Metropolitana, México D.F.

Rojo-Dominguez A, Zubillaga-Luna RA y Hernandez-Arana A. (1990) Unfolding
behavior of human ei-acid glycoprotein is compatible with a loosely folded
region in its polypeptide chain. Biochemistry 29: 8689-8695.

Rose GD y Roy S. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4643-4647.

129




Rowe ES y Tanford C. (1973) Equilibrium and kinetics of the denaturation of a
homogeneous human immunoglobulin light chain. Blochemistry 12: 4822-4827.

Sawyer L, Papiz MZ, North ACT y Eliopoulos EE. (1985) Structure and function
of bovine B-lactoglobulin. Biochem. Soc. Trans. 13: 265-266. ;

Sawyer L. (1987) One fold among many. Nature 327:659.

Scheer H y Kayser H. (1988) Conformational studies of biliproteins from the
insects Pieris brassicae and Cerura vinula. Z. Naturforsch. 43c: 84-90.

Schiffer M y Edmundson AB. (1967) Use of helical wheels to represent the
structures of proteins and to identify segments with helical potential.
Biophys. J. 7: 121-135.

Schiffer M, Girling RL, Ely KR y Edmundson AB. (1973) Structure of a A-type
Bence-Jones protein at 3.5A resolution. Biochemistry 12(23): 4620-4631.

Schmid FX. (1992) The mechanism of protein folding. Curr. Op. in Struct. Biol.
2: 21-25.

Schmid K. (1953). Preparation and properties of serum and plasma proteins.
XXIX. Separation from human plasma of polysacharides, peptides and proteins
of low molecular weight. Crystallization of an acid glycoprotein. J. Amer.
Chem. Socc. 75: 60-78.

Schmid K. (1972) Recent advances in the study of glycoproteins. Chimia 26(8):
405-414

Schmid K. (1975) wi-Acid glycoprotein. en The Plasma Proteins. Structure
Function and Genetic Control. Vol 1 (Putnam F, ed.) 183-228.
Springer-Verlag, Nueva York.

Schmid K, Bencze WL, Nussbaumer T y Wehrmiiller JO. (1959) Studies on the
structure of ai~-acid glycoprotein., J. Mol. Biol. 234: 529-533.

Schmid K, Burlingame RW, Paulson JC y Hill RL. (1971) The relationship between
the carbohydrate units and the secondary structure of ei-acid glycoprotein.
Fed. Proc. 37(6): 1298.

Schmid K, Emura J, Kaufmann H, Isemura S, Nimberg RB, Ishiguro M e Ikenaka T.
(1971} Homologies between wi-acid glycoprotein and the immunoglobulins and
homologies within the amino acid sequence of ai-acid glycoprotein. Fed.
Proc. 31: 465.

Schmid K, Chen KH, Occhino JC, Foster JA y Sperandioc K. (1976) Topography of
human plasma ai1-acid glycoprotein.Biochemistry 15: 2245-2254.

Schmid K, Kaufmann H, Isemura S, Bauer F, Emura J, Motoyama T, Ishiguro M y
Nanno S. (1973) Structure of wai~acid glycoprotein. The complete amino acid
sequence, multiple amino acid substitutions, and homology with the
immunoglobulins. Biochemistry 12(14): 2711-2724.

Schuber D, LaCorbiere M y Esch F. (1986} A chick neural retina adhesion and
survival molecule is a retinol-binding protein. J. Cell Biocl. 102:
2295-2301.

Schwartz RM y Dayhoff MO. (1978) en Atlas of Protein Sequence and Structure, 5
suppl. Nat. Biomed. Res. Found., Washington D.C. 3: 353-358.

130




Shaw PH, Held WA y Hastie ND. (1983) The gene family for mayor urinary
proteins: Expression in several secretory tissues of the mouse. Cell 32:
755-761.

Silverton EW, Navia MA y Davies DR. (1977) Three-dimensional structure of an
intact human immunoglobulin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74(11): 5140-5144,.

Stouch TR y Jurs PC. (1986) J. Chem. Inform. Comput. Sci. 26: 4-12.

Sundelin J, Laurent BC, Anundi H, Tragirdh L, Larhammar D, Bjérck L, Eriksson
U, Akerstrém B, Jones A, Newcomer M, Peterson PA y Rask L. (1985) Amino acid
sequence homologies between rabbit, rat and human serum retinol-binding
proteins. J. Biol. Chem. 260(10): 6472-6480.

Svobodova X, Karpenko V y Kalous V. (1977) On the alkaline denaturation of
orosomucoid. Collect. Czech. Chem. Commun. 42: 1742-1753.

Takagi T, Takagi K y Kawal T. (1981) Complete amino acid sequence of human
ai-microglobulin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 98(4): 997-1001.

Tanford C. (1969) Protein denaturation. Adv. Protein Chem. 23: 121-282.

Tanford C. (1970) Protein denaturation. Part C. Thecretical models for the
mechanism of denaturation. Adv. Protein Chem. 24: 1-95.

Tirindelli R, Keen JN, Cavaggioni A, Eliopoulos EE y Findlay JBC. (1989)
Complete amino acid sequence of pyrazine-binding protein from cow nasal
mucosa. Eur. J. Biochem. 185: 569-572,

Toh H, Hayashida H, Kikuno R, Yasunaga T y Miyata T. (1985) Sequence
similarity between EGF recepltor and ai-acid glycoprotein. Nature 314: 199.

Treuheit MJ, Costello CE y Halsall HB. (1992) Analysis of the five A
glycosilation sites of human ai-acid glycoprotein. Biochem. J. 283: 105-112.

Ulrich A, Coussens L, Hayflick JS, Dull TJ, Gray A, Tam AW, Lee J, Yarden Y,
Libermann TA, Schlessinger J, Downward J, Mayes ELV, Whittle N, Waterfield
MD y Seeburg PH. (1988) Human epidermal growth factor receptor cDNA sequence
and aberrant expression of the amplified gene in A431 epidermoid carcinoma
cells. Nature 309: 418-425.

Unterman RD, Lynch KR, Nakhasi HL, Dolan KP, Hamilton JW, Cohn DV y Felgelson
P. (1981) Cloning and sequence of several a2u-globulin cDNAs. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78(6): 3478-3482.

Verlet L. (1967) Computer “"experiments” on classical fluids. 1. Thermo-
dynamical properties of Lennard-Jones molecules. Phys. Rev. 159: 98-103.

Vetr H y Gebhard W. (1990) Structure of the humanxi-microglobulin-bikunin
gene. Biol. Chem. Hoppe-Seyler. 371: 1185-1196.

Von Ddniken E. (1990) E! dia que llegaron los dioses. Diana, México D.F.

Waterman MS, Smith TE y Beyer WA. (1976) Some biological sequence metrics.
Adv. Math. 20: 367-387

131




Weidinger S, Miilller T, Schwarzfisher F y Cleve H. (1987) Three new orosomucoid
(ORM) variants revealed by isoelectric focusing and print immunofixation.
Hum. Genet. 77: 2B6-288. ‘

Westphal U. (1971) XIII. Interaction of progesterone and other steroids with
ai1-acid glycoprotein. en Steroid-protein interactions. Monographs on
endocrinology; v.4. Springer-Verlag, Berlin.

Westphal U. (1985) at-acid glycoprotein (AAG, orosomucoid). en Steroid-protein
interactions 11. Monographs on endocrinology; v.27. Springer-Verlag, Berlin,

Weiner SJ, Kollmann PA, Nguyen DT y Case DA (1986) Comput. Chem. 7: 230.

Wilson AC, Carlson SS y White TJ. (1977) Biochemical evolution. Ann. Rev.
Biochem. 46: 573-639.

Wong AKL y Hsia JC. (1983) In vitro binding of propranclol and progesterone
to native and desialylated human orosomucocid. Can. J. Biochem. Cell. Blol.
61: 1114-1116.

Yamagaml K v Schmid K. (1967) Conformational transitions associated with the
release of the buried tryptophan resjdues of ai-acid glycoprotein. J. Biol.
Chem. 242(18): 4176-4181.

Yamagami K, Labat J, Pandey RS y Schmid K. (1968) The free and buried tyrosyl
residues of ai-acid glycoprotein. Biochemistry 7(8): 2873-2879.

Zublillaga-Luna RA, Rodriguez-Mufioz I, Rojo-Dominguez A y Hernandez-Arana A.
(1991) Andlisis de residuos arométicos superficiales en la glicoproteina o1
de plasma humanc. Rev. Latinocamer. Quim. 22(1): 9-12.

132







. g

DOCUMENTO T

- Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

AAP-CBI-24.92.

15 de Diciembre de 1992.

A QUIEN CORRESPONDA

Muy atentamente me permito certificar que el Dr.ANDRES HERNANDEZ
ARANA, Profesor del Departamento de Quimica de la UA.M.- Iztapalapa,
participé como miembro del jurado que : 1) revisd la Tesis Doctoral, 2) opind
acerca de los articulos con arbitraje internacional producto de esa
" investigacién y 3) entrevistéo para la defensa técnica correspondiente a
Arturo Rojo Dominguez quien presentd la Tesis Doctoral “Estudio
conformacional y modelado de la glicoproteina acida o« 1 humana " la cual
fue defendida ante ese Jurado y aprobada et 15 de diciembre de 1992.

Asimismo el Dr. Andrés Hernindez fue el Secretario del Jurado durante el
Examen de Grado.

ATENTAMEN
"CASA ABIERTA A

%oé,

DR. FERNANDO ROJAS GONZALEZ

COORDINADOR DEL DOCTORADO EN CIENCIAS
DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
TEL: 724 26 72 FAX: 612 2479

TE
L TIEMPO"

FRG'jvl

UNIDAD IZTAPALAPA
Av. Michoacan y La Purisima, Col. Vicentina, iztapalapa, D.F. C.P. 09340. Tel.: 686-03-22  TELEFAX: (5) 686-89-99 TELEX: UAMME 176436




DOCUMENTO G
~ Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTUNOMA METROPOLITANA ?

AAP-CBI-016/92.

A QUIEN CORRESPONDA ’

Muy atentamente me permito certificar que el Dr.ANDRES HERNANDEZ
ARANA fue el Director de la Tesis Doctoral de Arturo Rojo Dominguez:
"Estudio conformacional y modelado molecular de la glicoproteina
dcida a1 humana*, la cual fue defendida v aprobada en esta Universidad el
15 de diciembre de 1992.

Se extiende la presente para los fines que sean pertinentes en México,
Distrito .Federal a los quince dias del mes de diciembre de mil novecientos
noventa y dos..

 ATENTAMENTE
"CASA ABIERTA AL TIEMPO"

=ZZ=,

DR. FERNANDO ROJAS GONZALEZ
“COORD. DEL DOCTORADO EN CIENCIAS
C.B.I.

UNIDAD IZTAPALAPA
Av. Michoacan y La Purisima, Col. Vicentina, (ztapalapa, D.F. C.P. 09340. Tel.: 686-03-22 TELEFAX: [5) 686-89-99 TELEX: UAMME 176496




Este trabajo fue desarrollado bajo la asesoria
del Dr. Andrés Herndndez Arana en el Area de
Biofisicogquimica del Departamento de Quimica de
la Universidad Auténoma Metropolitana-

Iztapalapa.




-

1o matecia, decdde el dnstante de sy crean ian, oo o transd oymada
hasta dar origen a sistemas vivientes
Hos continuado su evolucion generandoe pentsamiento y
avtoconciencia y ahora ese polvo de estrellas, materia
extravrdinariamente organizada, empieza a mirar hacia
at1dg; se asombra al desoubrir algunos eshoeros de la s
gran complejidad ¥ precision de su propia
arqultectura, y se atreve s intentar describir,
clazificar y simular minUsculas porciones del vasto
conjunto de fendémencs que la estructuran

...y tal vez guian su destino.

Este afio de 1992 ha esiimulado el encuentro con nuestras rajices, al
conmemorarse 500 afios de la destruccidén, con la cruz y la espada, de las
culturas precolombinas. Abajo se muestra una porcidén del Codice Borbénico.
Puede apreciarse una serie de 20 simbolos que representan los dias en los que
se basan los calendarios azteca y maya; o Dbien, dado el caracter
plurisignificative de estos simbolos, podrian interpretarse como los 20
aminoacidos principales que constituyen a las proteinas. Mas aun, esta figura
podria describir a una célula completa, rodeada de su membrana celular y
conteniendeo un nicleo. En el interlor de éste se encuentra una doble hélice
que simboliza a los acidos nucleicos; en el centro del nucleo parece
representarse la separacion de las cadenas que los constituyen y coéme los
nucledtidos se alejan entre si rompiendo tres puentes de hidrégeno que los
mantenian unidos. En el interior de la membrana, cerca de las cuatro esquinas,
los ribosomas simbolizados antropomérficamente forman un collar con

los
aminoacidos libres al ensartarlos con un bastén




En realidad, esta interpretacion es una version modificada de la que presenta
von Dinikern {19%0) en uno de sus libros., Es interesante notar la importancia
que empliezan a cobrar algunos de los descubrimientos de la Biologia Molecular,
la Biofisicoquimica y la Biotecnclogia fuera de los medios académicos. Esto
habla de lo extraordinario de sus conclusiones y de lo prometedor de sus
especulaciones. Cada vez, tenemos mas herramientas para escudrifiar con mayor
detalle las caracteristicas gecmétricas de las macromoléculas. Poder
comprender el sutil balance que mantiene a la conformacién de las biomoléculas
en el estrecho intervale que les concede su actividad biolégica, y su
regulacién, es uno de los suefios (y de las metas) de muchos grupos de
investigacion. Puede anticiparse gue en la préxima década se lograrad la
sintesis de las primeras enzimas artificiales, pues actualmente ya se estan
generando proteinas disefiadas de novo, aunque todavia sin actividad biolégica.
Nuestra generacién es testigo del surgimiento de una nueva revolucién
tecnolégica que, tal vez, sea de mayor envergadura que la producida en este
siglo por la electrénica.




