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CAPITULO |

INTRODUCCION

Por lo conocido acerca de las proteinas, todos los esfuerzos dedicados al
estudio de sus propiedades y aplicaciones resultan justificados. Si como se ha dicho,
el DNA es un proyecto de vida y las proteinas los "ladrillos" y el 'mortero” que hacen
posible todas las funciones vitales (Doolittle, 1985), no es sorprendente que
encontremos a algunas proteinas cumpliendo funciones de reconocimiento molecular
para el transporte de metabolitos o como defensa contra organismos patogenos; a
otras, como reguladores del ritmo vital, como barrera fisica y soporte, como
sintetizadores bioquimicos, como generadoras de movimiento y atn como materia
prima de otras biomoléculas. Y lo méas notable es que esta increible variedad de
funciones se verifica dentro de las células en condiciones suaves, con extraordinaria
eficiencia y con gran especificidad. De entre las funciones de sintesis, quiza la labor
catalitica es la mas rica en cuanto a la diversidad de proteinas involucradas. La
funcién enzimatica, estrechamente relacionada con el reconocimiento molecular, ha
llamado fuertemente la atencion por las aplicaciones industriales que pueden

derivarse de ella, tanto farmacéuticas como alimentarias y de sintesis quimica.

En el afan de utilizar a las proteinas como potentes catalizadores de las
reacciones biologicas, se ha intentado producir estas moléculas en mayor cantidad
que aquélla en que se hallan naturalmente, sin embargo su obtencién y su
purificacién posterior, representan un gran reto a la habilidad y experiencia del
investigador. Por ello, recientemente se ha acudido a las técnicas de ingenieria de
proteinas y de DNA recombinante, en donde se ha hecho evidente el fuerte nexo
que existe entre la estructura de una proteina, la preservacién de su integridad y
sobre todo, su funcién biolégica. Con estos antecedentes es comprensible el gran
interés en los estudios estructurales, que de algunos afios a la fecha se ha venido
presentando en diferentes partes del mundo y que se manifiesta por ejemplo, en el
disefio de proteinas de novo (Richardson & Richardson, 1984; Goraj et al, 1990)
cuyo objetivo es determinar si las tendencias generales, que han podido deducirse
de la observacion de un grupo de proteinas con estructura conocida, pueden
aplicarse a la generacion de proteinas sintéticas con patrones tridimensionales

caracteristicos y predeterminados. Aunque estos estudios sélo pretenden obtener




cadenas de proteinas plegadas en una conformacién particular, ya se ha alcanzado
otra meta atn mas ambiciosa que es la de producir en el laboratorio péptidos
artificiales con actividad biolégica preestablecida (Hahnh et al, 1990). Estos trabajos
permiten confiar en que el fin Gitimo de la ingenieria de proteinas sobre el disefio de
estas macromoléculas con funciones especificas y nunca antes observadas en la

naturaleza, se encuentra cada vez mas cercano.

En la Ingenieria de Proteinas estén involucrados tanto el disefio y construccion
de macromoléculas completas, como la realizacién de modificaciones puntuales
donde se reemplazan, suprimen o adicionan residuos individuales o aun fragmentos
de cadena polipeptidica en la secuencia de una proteina natural. Todo esto con el
objeto de identificar los sitios de unién de la proteina con su sustrato o ligando y
establecer la jerarquia de funciones que cada residuo sostiene en la compleja
maquinaria enzimatica y de reconocimiento molecular. Asi también, las técnicas
mutagénicas se han venido empleando en la elucidacién del papel que cumplen las
cadenas laterales de los aminoacidos en la estabilidad y en el mecanismo de
plegamiento de las proteinas que les permite alcanzar su estructura tridimensional

biolégicamente activa (Altamirano & Calcagno, 1993).

El gran esfuerzo que implica el manipular el DNA celular de un
microorganismo para lograr la generacién de una proteina especifica, mantiene atn
vigente la alternativa de estudiar mutantes naturales de una proteina con estrecha
homologia en secuencia y que conserven un patréon de doblado comdin. Esto
permitiria no sélo identificar a los residuos inconmutables de aquéllos que cumplen
una funcién accesoria en la secuencia polipeptidica (como en la ingenieria de
proteinas), sino que ademas, proveeria de principios generales para la identificacion
y caracterizaciéon de estos grupos de mutantes, que forman verdaderas familias de
proteinas, para sumarse a los importantes estudios sobre la relacién estructura-

funcién-estabilidad que se han mencionado antes.

Uno de los problemas mdas importantes por resolver en biologia molecular, es
la forma en que la secuencia de aminoacidos de una proteina es capaz de conducir a
la macromolécula hacia la estructura tridimensional que determina su funcién
biol6gica especifica. Y aunque éste es un punto de debate actualmente, el hecho es

que todos los estudios que se realizan sobre proteinas en el mundo, tienen el



objetivo mediato o inmediato de encontrar las claves estructurales que mantienen la
estabilidad molecular y que controlan la maquinaria funcional de las proteinas, e
intentar con ello definir las tendencias generales que sigue la naturaleza en el disefno
estructural de estas biomoléculas. Por tanto, es necesario contar con un nimero cada
vez mayor de estructuras tridimensionales de alta resolucién, que permitan realizar
estudios de caracterizacion sistematicos para la elucidacién de los mecanismos de
plegamiento, con las claves moleculares para conocer el proceso de adquisicion de la

estructura polipeptidica tridimensional Gnica y completamente funcional.

Con la intencién de obtener nuevas estructuras de proteinas que permitan
establecer las relaciones funcionales entre la secuencia de aminoacidos y la
conformacién tridimensional, se han venido empleando exitosamente dos métodos
experimentales: la difraccion de rayos X en cristales de proteina (Perutz, 1992) y la
de resonancia magnética nuclear (RMN) de proteinas en solucion (Mclntosh &
Dahlquist, 1990; Clore & Gronenborn, 1991). La primera de estas técnicas requiere
monocristales de proteina estables a los rayos X y con un orden molecular que
permita la adecuada difracciéon de la radiacién incidente. Por su parte, la técnica de
RMN precisa del manejo de soluciones de proteina en concentraciones relativamente
altas (1-2 mM), valores de pH normalmente menores a 6 (Branden & Tooze, 1991), y
ademas, moléculas que contengan un maximo de 150 residuos en su cadena
polipeptidica (De Vlieg & van Gunsteren, 1991). En la realidad sélo algunas proteinas
pueden cumplir las condiciones experimentales que imponen estas técnicas, y ello es
responsable de que se conozcan sélo algunos cientos de estructuras
tridimensionales, cuando el nimero de secuencias completamente determinadas que

se tiene actualmente, se eleva a varias decenas de miles (Fasman, 1989).

Con el rapido crecimiento de la capacidad de procesamiento de datos y con
las velocidades de célculo numérico de que se dispone actualmente, es ya factible la
utilizacion de programas de cémputo para la aplicacién de técnicas como la
mecanica y dinamica moleculares, que permiten simular el comportamiento y las
propiedades de sistemas constituidos por varios miles de atomos, como las
proteinas y &cidos nucleicos, con una muy buena aproximacién a los resuitados
experimentales (Langone, 1991). De hecho, desde finales de los 60’s se han venido
empleando algoritmos de programacién para el modelado molecular de proteinas

con gran eéxito, y a partir de entonces, se han perfeccionado los métodos



matematicos que generan y representan graficamente el comportamiento dinamico y
las conformaciones espaciales mas estables, que describen fielmente a los sistemas
biolégicos. Este Gltimo punto, constituye la solucién concreta al problema de la
adquisicién de estructuras tridimensionales, ya que los elementos de partida de las
técnicas de simulacién molecular son relativamente asequibles y salvan muchas de
las restricciones sobre la naturaleza molecular, que imponen las técnicas de difraccion
de rayos X y RMN mencionadas anteriormente; aunque de hecho, las
aproximaciones tedrica y experimental resultan ser complementarias en la mayoria
de los casos. Las aplicaciones més sobresalientes de los programas de simulacion
ademds de la generacién de modelos moleculares, son las que se refieren a la
determinacion de parametros termodindmicos de sistemas poliatémicos (Karplus &
Petsko, 1990) y a los cdlculos dinamicos a temperaturas superiores a las del medio
biolégico, para producir la desnaturalizacion de una proteina; al menos hasta llevar a

la estructura al estado de glébulo fundido (Daggett, 1993).

En el Area de Biofisicoquimica de la UAM-| se estd llevando a cabo un
proyecto de caracterizacién termodinamica sobre la familia de enzimas denominada
proteasas sulfhidrilicas vegetales (PSV). Esta familia comprende un grupo de enzimas
cuya actividad proteolitica depende del grupo tiol de un residuo de cisteina de su
secuencia de aminodcidos. Aunque las proteasas sulfhidrilicas mas estudiadas son las
que se obtienen de fuentes vegetales, existen analogos estructurales en animales y
en algunos microorganismos (Kamphuis et al., 1985a; Moore, 1969). Del grupo de
proteasas sulfhidrilicas o tidlicas vegetales, la papaina es la enzima mas ampliamente
estudiada y por tanto, la mejor conocida hasta ahora (Glazer & Smith, 1971;
Brocklehurst et al, 1981; Baker & Drenth, 1987). Este tipo de enzimas puede ser
obtenido ya sea de] latex, el endocarpio y el zumo, o bien del tallo, las hojas y adn
las raices, de un gran nimero de frutos y plantas. Por ejemplo, del latex de papaya
se extraen la papaina y al menos otros dos tipos de proteasas: la quimopapaina y la
papaya peptidasa A, también conocida como proteinasa Q (Baker & Drenth, 1987);
en el latex de las plantas Fficus spp., Asclepias syriaca y glaucescens 'y Calotropis
glgantea, pueden encontrarse las ficinas (Kortt et al,, 1974), las asclepainas (Tablero
et al, 1991) y las calotropinas y calotropainas (Pal & Sinha, 1980) respectivamente.
Asi mismo, del endocarpio de la pifia y del fruto Hamado kiwi, pueden purificarse las
bromelainas (Takahashi ef a/., 1973) y las actinidinas (Carne & Moore, 1978), y de las

hojas de la cebada puede obtenerse la aleuraina (Holwerda & Rogers, 1992). Los



distintos tipos de enzimas que se localizan en una sola fuente vegetal, no
corresponden a simples productos de degradacién sino que constituyen en realidad,
tipos particulares de proteinas que pueden ser identificados tanto por las variaciones
en sus secuencias de aminoacidos, como por la manifestacién de sus diferentes
propiedades fisicas. Todas ellas guardan una estrecha semejanza u homologia en sus
secuencias de aminoacidos, con una cantidad de residuos idénticos que se encuentra
en el intervalo de 40 a 90%; al efectuar comparaciones entre pares de proteinas.
Actualmente se tienen caracterizadas por difraccién de rayos X las estructuras de tres
proteasas tidlicas vegetales: papaina (Kamphuis et al, 1985b), actinidina (Baker,
1980) y proteinasa Q (Pickersgill et al., 1991). De la observacién de la arquitectura
de estas tres proteinas, se sabe que estan integradas por dos dominios estructurales
de aproximadamente 100 residuos de aminoacido cada uno, lo que corresponde a
cerca de 200 residuos por cadena polipeptidica. También se conoce que el sitio
activo, localizado en la hendidura interdominio, se encuentra integrado por una
triada de aminoacidos: una cisteina del primer dominio, ademéas de una histidina y
una asparagina pertenecientes al segundo dominio. En esta triada, el grupo
sulfhidrilo de la cisteina interacciona fuertemente con el anillo imidazol de la
histidina, el cual a su vez, se encuentra estabilizado por el carbonilo de la cadena
lateral de la asparagina. Espacialmente cercanas a estos tres residuos, se han
identificado siete regiones coadyuvantes de la funcién catalitica que son los
denominados subsitios S$4, S3, S2, S1, S1°, $2’ y S3’ de la enzima. De esta forma,
siete residuos del sustrato peptidico (codificados por P4, P3, P2, P1, P1’, P2’ y P3’),
interaccionan con los subsitios cataliticos mencionados (Fig. 1-1), y el punto de
escisién esta situado entre los subsitios S1 y S1’. También se sabe que la diferente
afinidad o especificidad por los sustratos en estas enzimas (al menos para papaina y
actinidina), esta determinada principalmente por la composicién y la geometria del
subsitio S2 (Drenth et a/., 1976; Baker & Drenth, 1987).

En la familia de las proteasas sulfhidrilicas vegetales se tienen completamente
secuenciadas siete enzimas: papaina, actinidina, proteinasa €, quimopapaina,
bromelaina de tallo, papaya peptidasa IV y aleuraina (Mitchel, 1970, Carne & Moore,
1978, Dubois et al., 1988a, Watson et al., 1990, Ritonja et al., 1989ay b, Whittier et

al., 1987, respectivamente). En la Tabla 1-I se presenta la extensién de la cadena




SUSTRATO

N{ P4 {P3 | P2 |P1 |PV | P2 | P3 [COOH

Figura 1-1. Representacién de un polipéptido de siete residuos que interaccionan con los
subsitios de una proteasa sulfhidrilica, de acuerdo con Baker & Drenth (1987).

polipeptidica y la indicacion de las estructuras caracterizadas por difraccién de rayos

X, de las proteasas tidlicas que actualmente se estudian en nuestro laboratorio.

De las PSV completamente secuenciadas y cuya estructura tridimensional aan
no se conoce, la quimopapaina es la mas estudiada hasta ahora. Se tiene informacién
sobre su actividad catalitica (Buttle & Barret, 1985), reactividad (Enzyme Handbook,
1991), topografia (Watson, et al, 1990, Dubois et al, 1988b, Carey et al., 1983),
contenido de estructura secundaria (Solis-Mendiola et a/, 1989) y estabilidad
termodinamica (Solis-Mendiola et al.,, 1992), entre otras. Una caracteristica notable al
comparar algunas de estas evidencias experimentales con las observadas para las
demas PSV estudiadas, es que consistentemente la quimopapaina parece alejarse de
las tendencias generales seguidas por la familia. Con estos antecedentes y con la
intencion de contribuir a la completa caracterizacién de la quimopapaina, el objeto
inmediato en este trabajo, es el poder determinar una estructura tridimensional
confiable para esta proteina, que ayude a esclarecer muchas de las interrogantes

planteadas por los estudios experimentales. Sin embargo, aunque existen reportes



sobre la obtencién de cristales de quimopapaina (Jansen & Balls, 1941; Ebata &
Yasunobu, 1962) hasta ahora no se han publicado estudios de difracciéon de rayos X
relacionados con ella. Por otra parte, su cadena de 218 residuos de aminoéacido, hace
impracticable la caracterizacién estructural por medio de la RMN con la tecnologia de
que se dispone actualmente. De aqui que la Unica alternativa viable para salvar los
problemas que imponen las técnicas experimentales, es el empleo de la metodologia
de la simulacién por computadora, que ha resultado ser exitosa en la determinacion
de la geometria tridimensional de una gran variedad de proteinas (Blundell et al,
1988; Karplus & Petsko, 1990; Levitt, 1992; Srinivasan et al., 1993). Asi, el objetivo
que se persigue en este trabajo es el de proponer una estructura tridimensional que
represente lo més fielmente posible a la quimopapaina, a través de las técnicas de
simulacién por computadora, que emplean métodos de mecanica y dinamica

moleculares.

En las siguientes secciones se describira la metodologia seguida para la
obtencién del modelo tridimensional de la quimopapaina, la estimacion de su nivel
de confiabilidad y su posterior aplicacion a la interpretacién de algunos de los
resultados experimentales disponibles, sobre todo, de aquéllos que inciden

directamente en los aspectos geomeétricos de las proteinas involucradas.

TABLA 1-l
PROTEASA NO. DE RESIDUOS

* PAPAINA 212

QUIMOPAPAINA 218
* PROTEINASA Q 216

BROMELAINA DE TALLO 212
= ACTINIDINA 220

FICINA ?

* Proteinas con estructura tridimensional determinada por difraccién de rayos X.




CADITULO 2
METODOS

La similitud conformacional entre proteinas de estructura desconocida se
determina normalmente, a través de sus distancias relativas mutuas sobre un arbol
filogenético construido con la informacién estadistica de la estructura primaria de un
grupo de macromoléculas. Es una caracteristica casi invariante, que las proteinas que
guardan alta homologia en sus secuencias de aminoacidos presenten patrones de
plegamiento tridimensional muy semejantes. Aunque también se han encontrado
casos en los que proteinas con una escasa semejanza en sus secuencias manifiestan
gran relacién geométrica (Ryu et al, 1990; Holmgren & Branden, 1989). Esto sugiere
que la diversidad en topologia espacial estd mucho mas limitada que la variabilidad
observada en las secuencias de aminoacidos de las proteinas. A pesar del importante
progreso que se ha conseguido, sobre de la comprensiéon del mensaje cifrado en la
secuencia de aminoécidos que relaciona a ésta estrechamente con el patrén terciario
dentro de una proteina, alin se desconocen en gran medida los principios del
doblado de la cadena polipeptidica. Asi, el modelado de estructuras basado en la
homologia en secuencia, constituye el principal medio para predecir la estructura de
una proteina mientras no se encuentren disponibles los datos cristalograficos o de
RMN (Srinivasan et al., 1993).

Dos requisitos indispensables en el modelado de estructuras homodlogas son:
a) el que se disponga de la secuencia de aminoacidos de la proteina de estructura
desconocida; b) que se cuente con informacién tridimensional de moléculas de la
misma familia estructural a la que pertence la proteina en cuestion (Browne et al,
1969; Greer, 1981; Blundell et al., 1987). En este trabajo se selecciond una de las
estructuras cristalograficamente determinadas en la familia de las PSV para que
sirviera de molde a la quimopapaina. Sobre el esqueleto de este molde se
sustituyeron todos los residuos que constituyen la secuencia de la quimopapaina, y
por técnicas de simulacion molecular, se permitié que la molécula hibrida adquiriera
la conformacion representativa de la proteina en estudio. Finalmente se procedié a
evaluar la calidad estereoquimica del modelo obtenido y a confrontar sus

caracteristicas geomeétricas con la informacién experimental disponible.



A continuacion se describe la metodologia seguida en este trabajo para

modelar la estructura tridimensional de la quimopapaina.

Seleccion de la estructura base

" Para poder elegir convenientemente de entre las tres proteasas de estructura
tridimensional conocida y pertenecientes a las PSV, aquélla que mejor sirviera de
base para modelar a la quimopapaina, se compararon las secuencias de aminoéacido
de estas enzimas mediante la aplicacion de tres criterios de seleccion estadisticos
independientes. Se emplearon las secuencias reportadas por Mitchel et al. (1970)
para papaina, por Carne & Moore (1978) para actinidina y por Dubois et al. (1988)
para la proteinasa . Estas secuencias coinciden con las estructuras primarias
correspondientes a las mismas enzimas y que se encuentran depositadas junto con
sus coordenadas espaciales en los archivos 9PAP, 2ACT y 1PPO (en pre-liberacién)
del banco de datos cristalograficos (PDB) (Bernstein et al., 1977; Abola et al., 1987).
Para el caso de la quimopapaina se utilizé la secuencia de aminoacidos determinada
recientemente por Jacquet et al. (1989) y Watson et al. (1990). Los criterios de
seleccion mencionados que se describen a continuacién, involucraron comparaciones
en la composicién de aminodcidos, andlisis de la homologia en secuencia y
determinacion de la significancia en esa homologia en estructura primaria, para cada

proteina caracterizada tridimensionalmente en su confrontacién con quimopapaina.

1) Homologia en composicion.

En este método se determina la diferencia en contenido de aminoéacidos que
mantienen dos proteinas, a fin de establecer una comparacién en composicién entre
ellas que sirva como primer criterio de homologia; independientemente del
conocimiento que se tenga de las secuencias individuales de las macromoléculas en
estudio. La homologia en composiciéon se evalia a través de la suma de las
diferencias en el contenido de cada uno de los 20 aminoéacidos constituyentes de una

pareja dada de proteinas, de acuerdo con la siguiente expresion:

i=20
IDC = Z (compAi - compB)* (1)
i=1



donde IDC es el indice de la diferencia en composicion y compAi 'y compBi las
composiciones del aminoécido i en la pareja de proteinas involucradas A y B. Estas
composiciones pueden ser referidas tanto a la frecuencia con que aparecen los
residuos en la cadena polipeptidica, como al porcentaje del total de aminoacidos que
corrésponde a cada residuo en una proteina dada. En cualquier caso, de acuerdo con
la relacién (1), un valor de IDC=0 significa que las proteinas en comparacién tienen
idéntica composicién de residuos (cero diferencias); y por consiguiente a un mayor
valor de IDC corresponde una mayor divergencia entre las composiciones de las
moléculas comparadas. En este trabajo se aplicé el criterio descrito para confrontar la
composiciéon de aminoacidos de la quimopapaina y cada una de las tres proteasas

cristalizadas de las PSV.

2) Homologia en secuencia. Alineamiento de pares de secuencias.

Para llevar a cabo la comparacion topolégica entre estructuras primarias, se
utilizé el algoritmo desarrollado por Myers & Miller (1988) especificamente para el
alineamiento de parejas de secuencias de aminoécidos. El criterio de homologia en
este caso, consistié6 en la identificacién de la estructura que mantuviera el mayor
nimero de residuos idénticos y/o similares, simultdneamente con el menor nimero
de inserciones en su cadena polipeptidica, al ser alineada con la quimopapaina. El
método de Myers & Miller para alinear una pareja de secuencias de aminoacidos, que
llamaremos nuevamente A y B, consiste en la determinacion del conjunto de
operaciones que transforman la proteina A en B de tal manera que la suma de los
costos de cada operacién sobre las secuencias, sea la menor. Las tres operaciones
definidas son:

(a) Reemplazo de un aminoéacido por otro.
(b) Supresién de n aminoacidos consecutivos.

(¢) Inserciéon de n aminoacidos consecutivos.

El costo de reemplazar un residuo por otro se encuentra especificado en una
matriz W donde cada elemento en el arreglo matricial w(a,b), corresponde al cambio
del aminoacido a de la primer proteina por el aminoécido b de la segunda. En este
trabajo se utilizé la matriz MDM-78 (Schwartz & Dayhoff, 1978) que se basa en la
estadistica de mutaciones puntuales en secuencias de proteinas homoélogas. El costo
de insertar o suprimir un conjunto de n aminoacidos en cualquiera de las secuencias

por alinear, se calcula a través de la funcion:
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F(n) = CA + (mCU) (2)

donde CA es el costo de apertura de una insercion y CU es el costo por cada
aminoécido que deba ser agregado a la secuencia. De acuerdo con lo recomendado
por los autores, se utilizaron valores de penalizacién de 100 unidades para cada uno

de estos parametros de alineamiento.

Los residuos de aminoécido que son considerados similares entre si por el
método de alineamiento empleado en este trabajo fueron: A, $ y T (residuos
pequefios y polares); D y E (residuos que pueden adquirir carga eléctrica negativa); N
y Q (residuos polares vinculados con los dos anteriores); R y K (residuos que pueden
adquirir carga eléctrica positiva); I, L, N y V (residuos alifaticos); F, Y y W (residuos

aromaticos).

3) Significancia de la homologia.

El tercer criterio empleado en la seleccién de la estructura de base para el
modelo de la quimopapaina, fue la ponderacién del parecido en secuencia entre dos
proteinas, respecto a lo que pudiera deberse solamente a casos fortuitos o aleatorios.
Es decir, de acuerdo con el criterio estadistico, para precisar si dos estructuras
presentan homologia real que pudiera dar una clara indicacién de algin ancestro
comun, es necesario obviar a todas las proteinas cuya secuencia resulte semejante a
la de interés s6lo por una combinacion estocasticamente afortunada de sus residuos.
El algoritmo del método que se utilizé aqui es el disefiado por Needleman &
Wunsch (1970), modificado por Dayhoff (1978) y Feng et al. (1985). Este método
consiste en comparar, en unidades de desviacién estdndar, la puntuacién lograda al
alinear las secuencias de aminoéacidos de la proteina de interés y de aquélla de la que
se sospecha un parentesco. Esta puntuacion se almacena, e independientemente se
vuelven a comparar las secuencias de aminoéacidos de estas dos proteinas, pero
ahora la secuencia de la segunda macromolécula se mezcla aleatoriamente, aunque
sin cambiar la composicion, y se evalla un nuevo marcador. La mezcla de
aminodacidos al azar junto con el célculo de la homologia en secuencia en cada
iteracién, se prolonga a voluntad del usuario. El grupo de valores obtenido de esta
manera, genera toda una distribucion de eventos de homologia aleatoria en los que
la proteina de comparacién estard incluida; a menos qu'é realmente mantenga

cercania evolutiva con la proteina de interés. Cabe sefalar que en el uso de este
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método se encontré una gran dependencia del pardmetro de significancia con el
nimero de comparaciones aleatorias. Los resultados de este analisis se publicaron en
otro lugar (Rojo & Padilla, 1993) y de ellos se establece que el nimero 6ptimo de
iteraciones que se requiere para llevar a cabo una comparacién confiable entre las
secuencias analizadas, debe mantenerse entre 80 y 150 mezclas aleatorias. Aunque
esta prueba se aplica fundamentalmente a proteinas con baja homologia en
secuencia, se optd por utilizarla en este trabajo para tener mayor confianza en que la
estructura seleccionada seria la base mas adecuada para la construccién del modelo

de la quimopapaina.

Modelado molecular

~ Las simulaciones de mecénica y dindmica moleculares, se realizaron en un
sistema IBM RS6000 con 16MB de memoria RAM y 16 Mflops de rendimiento en
célculo numérico. Este recurso se utilizé junto con el programa de computo BIOGRAF
Version 2.2 (Molecular Simulations Inc., Waltham, MA.) y el campo de fuerzas
Dreiding-Il (Mayo et al., 1990). La paqueteria de BIOGRAF permite el manejo de las
estructuras depositadas en los bancos de datos cristalogréficos, su representaciéon
grafica, su manipulacién y andlisis, asi como la realizacion de todos los calculos de

energia que permiten la simulacién de sistemas macromoleculares.

A continuaciéon se resefian brevemente los principios tedricos en los que se
fundamentan las técnicas de modelado molecular, y se explican los algoritmos de

minimizacion y dindmica moleculares empleados por BIOGRAE.

Superficie de energia potencial

La descripcibn matematica completa de una molécula es un problema
formidable debido a las pequefias escalas dimensionales y a las grandes velocidades
involucradas en los movimientos atémicos. Debido a que altn no se cuenta con una
teoria mecanico-cuéantica relativista que aporte una descripcién adecuada de todos
los efectos que se presentan en las moléculas o en sistemas moleculares, es

convenijente revisar un planteamiento de la energia en forma simplificada.
De acuerdo con la ecuacién de Schrodinger:

H¥(R,r) = E'¥(R,r) (3)
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donde H es el Hamiltoniano para el sistema, ¥ es la funcién de onda y E es la
energia (por lo comun, ¥ es funcién de las coordenadas tanto del nacleo como de
los electrones). Aunque muy general, esta ecuacién es demasiado compleja para
cuafquier uso practico, de manera que deben introducirse algunas simplificaciones
como la de Born & Oppenheimer (1927) segin la cual puede generarse, con buena
aproximacion, una ecuacién para el movimiento electrénico que sea independiente
de la que describe al movimiento nuclear, y que dependa sélo paramétricamente de

las posiciones de los nicleos atémicos:
H¥(r;R) = E¥(r;R) (4)

En esta ecuacion se define una energia conocida como la superficie de energia

potencial, que es funcién Unicamente de las coordenadas nucleares.

La segunda ecuaciéon que describe el movimiento nuclear en la superficie de

energia potencial es:
HO®(R) = ED(R) (5)

donde @ es ahora una funcién que depende solamente de las coordenadas

nucleares.

Si se requiere el estudio de la evolucién en el tiempo de una molécula, debe
resolverse la ecuacion (5), sin embargo la ecuacién (4) debe ser resuelta
previamente, lo cual no resulta trivial; por ello, para resolver la ecuacién (4) se utiliza
normalmente un ajuste empirico a la superficie de energia potencial. La solucién a la
ecuacién mecéanico-cuéntica (5) es llamada dindmica cuéntica, pero dado que puede
considerarse a los nucleos como objetos relativamente pesados al compararlos con
los electrones, los efectos cuanticos resultan despreciables y en tal caso, al introducir
una aproximacion, la misma ecuacién (5) puede reemplazarse por la ecuacién del
movimiento de Newton, donde se calculan las velocidades que experimenta cada

atomo de la molécula como funcion del tiempo, en cada conformacién:

13



. = 6
oR " at? (©)

La solucién de la ecuacién (6) mediante el ajuste empirico a la superficie de
energia potencial, es llamada dindmica molecular. La mecéanica molecular o
minimizacién de energia, que es un método paralelo a la dinamica molecular, por su
parte, ignora la evolucién de los sistemas en el tiempo y se especializa en la
bGasqueda de geometrias particulares, sus energias asociadas y otras propiedades

estaticas.

Campo de fuerzas

El campo de fuerzas es el ajuste empirico a la superficie de energia potencial y
estd integrado tanto por la serie de ecuaciones que describen las diferentes
interacciones moleculares, como por el conjunto de pardmetros que resultan del
ajuste a la superficie de energia potencial (Ermer, 1976; Hagler, 1985). Los campos
de fuerzas empleados cominmente para la descripcién de las moléculas, emplean
una combinacion de coordenadas internas (distancias y angulos de enlace, torsiones
y distorsiéon en centros de inversion) para describir la contribucion de las
interacciones covalentes a la superficie de energia potencial. Ademas, estos campos
utilizan las distancias interatomicas para estimar las interacciones van der Waals,
electrostaticas y de puentes de hidréogeno. La forma de las funciones es muy variable,
y van desde simples ecuaciones cuadraticas hasta funciones de Morse, expansiones
de Fourier y potenciales Lennard-Jones, entre otras. El objetivo de un campo de
fuerzas es describir, con precisién razonable, a una gran cantidad de moléculas
diferentes. De esta manera, el campo de fuerzas interpola y extrapola a partir de la
informacién de un pequefio conjunto de moléculas empleadas para su
parametrizacion, hacia un conjunto mayor de estructuras y moléculas relacionadas.
Cabe sefnalar que en un campo de fuerzas, tanto la forma de las funciones, como los
parametros en si mismos, representan la Gnica gran aproximacién en el modelado
molecular. La calidad del campo de fuerzas, su aplicabilidad y su habilidad para
predecir las propiedades estimadas en la simulacién, determina directamente la

validez de los resultados.

La parte fundamental de un programa de simulacién molecular es el calculo

de la energia potencial para una determinada distribucién espacial de los atomos. El
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célculo de esta energia, junto con sus derivadas respecto a las coordenadas
atémicas, aporta la informacién necesaria para la representacion de los movimientos

atdmicos reales.

Existen diferentes campos de fuerzas que se emplean cominmente para la
simulacién de una gran cantidad de moléculas tanto orgénicas como inorganicas.
Entre ellos destacan: Dreiding-Il (Mayo et al., 1990), AMBER (Wiener et al.,, 1984;
1986), CVFFy CFF91 (Biosym Technologies, 1993) y CHARMM (Brooks et al., 1983).

Como se habia mencionado, las coordenadas reales de los 4&tomos de una
molécula combinadas con el campo de fuerzas, describen la superficie de energia
potencial a través de una expresiéon general que considera las contribuciones de

interacciones enlazadas (o covalentes) y no enlazadas de la siguiente manera:

Epotencial = Ecovalente * Eno covalente (7)
donde:
Ecovalente = Eenlaces + Eéngulos + Etorsiones + Einversiones (8)
(1) (2) (3) 4)
Eno-covalente = Evdaw + Ecoulomb * Ep-hidrégeno (9)
5) (6) (7)

La expresion matematica para los términos de las ecuaciones (8) y (9) esta
determinada por el campo de fuerzas especifico que se utilice. En este trabajo se
empled el campo de mérzas Dreiding-/l que forma parte del programa de simulacién
molecular BIOGRAF, y en el que se definen las contribuciones a la energia potencial

de la siguiente forma:

Ecovalente = 2 Ke(R-Rg) + X KA(0-05) + X Ki(cosp-cospg) + Zl(i(cosu)—com)o)z (10)

(1) 2) (3) (4)
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En las expresiones anteriores los términos (1) a (4) representan la energia de
deformacién de las distancias y dngulos de enlace (R y 0), angulos de torsién o
diedros (@) e interacciones fuera del plano o de inversién (w), respectivamente. Los
términos (5) a (7) corresponden a interacciones entre atomos no enlazados: van der
Waals, representada por una funcién tipo Lennard-Jones 12-6; una representacion
coulémbica de las interacciones electrostaticas (donde la constante dieléctrica, €, es
dependiente de la distancia entre las cargas eléctricas para simular el efecto de
apantallamiento del solvente) y finalmente, un término expiicito para representar a
las interacciones por puentes de hidrégeno, también con una funcién tipo Lennard-
Jones pero con exponentes 12-10. Todas las constantes presentes forman parte de la
parametrizacion del campo de fuerzas. La figura 2-1 muestra esquematicamente las

interacciones atémicas consideradas por la generalidad de los campos de fuerzas.

Minimizacion de energia o mecanica molecular

Un método de gran utilidad para explorar la superficie de energia potencial
consiste en encontrar conformaciones que sean puntos estables sobre esa superficie.
La minimizacion tiene como objetivo primordial, el determinar una configuraciéon
espacial en la que la fuerza neta sobre cada &tomo sea cercana a cero. De esta
manera, las conformaciones estables pueden determinarse simplemente llevando al
valor minimo la energia del sistema. Sin embargo se presenta una serie de
problemas al realizar esta tarea, sobre todo en el caso de proteinas y otras
macromoléculas, ya que generalmente existen varios minimos en la superficie de
energia potencial donde las fuerzas sobre cada 4&tomo son cercanas a cero, por lo que
la identificacion del- minimo global no resulta trivial. Por otra parte, aunque
tedricamente es facil determinar la convergencia del proceso, en la practica se

dificulta su identificacién, debido a que el método aproxima asintéticamente la
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(3)

Figura 2-1. Represcntacion grafica de los (érminos de las ecuaciones (10) v (11). Las contribuciones a la
cnergia potencial que sc incluyen son: 1) distancia de enlace; 2) dngulo de enlace;
3) torsiones o dngulos dicdros: 4) intcraccioncs fucra del plano o inversioncs;
5)-7) interacciones van der Waals. coulémbicas y de puentes de hidrogeno.




energia del sistema a su valor minimo, y el usuario debe decidir en qué momento se

estd ya suficientemente cerca de este punto.

La minimizacién de una molécula se realiza en dos etapas; primero se evalGa
la expresién de energia como funcién de las coordenadas para una conformacion
inicial dada, y después se ajusta esa conformacién de tal manera que la energia
alcance su menor valor. Este minimo de energia, puede encontrarse en una o en
varias iteraciones (que pueden llegar a ser de cientos), dependiendo de la naturaleza
del algoritmo de minimizacién, de la forma de la ecuacién que expresa la energia y,
del tamafio de la molécula. La eficiencia del proceso de minimizacién se juzga tanto
por el tiempo requerido para evaluar la funcién de energia, como por el numero de
ajustes estructurales o iteraciones necesarias para converger a un minimo. La mayoria
de los algoritmos de minimizacién, asumen que la superficie de potencial es
aproximadamente armonica, ya que aun las superficies anarmoénicas son descritas
convenientemente en el limite de convergencia en el minimo. Dada una ecuacién
que describe la superficie de energia para un sistema y un punto de inicio sobre ella
(conformacién inicial), los métodos de minimizacién deben determinar la direccién
hacia el minimo y la distancia que lo separa de él. Una direccién razonable para
iniciar el calculo, es simplemente la que produce el mayor cambio de la funcién en
ese punto. Los algoritmos méds comunes de minimizacién, en orden de eficiencia,
son: blsqueda lineal, méaximos descensos, gradientes conjugados y Newton-
Raphson (Biosym Technologies, 1993). En este trabajo se utiliz6 el método de
gradientes conjugados debido a que es el mas eficiente a nuestro alcance, pues el
algoritmo de Newton-Raphson requiere una cantidad de memoria que excede la

capacidad de cualquier computadora actual en el caso de macromoléculas.

Gradientes conjugados

Este método utiliza un algoritmo que produce una base completa de
direcciones mutuamente conjugadas, de tal forma que cada paso sucesivo refina
continuamente la direccién de basqueda hacia el minimo de energia. El algoritmo
principia con la determinacién de la direccion de méaximo cambio de la superficie de
energia, ho, igualandolo con la derivada o gradiente, go, en un punto de inicio
cualquiera. En esa direccién busca iterativamente la conformacién de minima

energia, y actualiza las coordenadas a ese punto. Las direcciones siguientes, hi+1,
son calculadas a través de la férmula:
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hi+1 = gi+1 + Yihi (12)
donde gi+1 es el gradiente en los puntos sucesivos, y Yi es un escalar definido como:
Yi = (Gi+1)(gi+1)/(8)8) (13)

Todos los célculos de minimizacién de energia de este trabajo, se realizaron
con las opciones de mecanica molecular del programa BIOGRAF. El criterio de
convergencia utilizado consistié en que la magnitud del gradiente de energia entre

dos etapas consecutivas de cilculo, fuese menor o igual a 2 kcal molTA-1.

Dinamica molecular

La dinamica molecular resuelve las ecuaciones del movimiento para sistemas
atémicos, lo cual se traduce como la representaciéon de la evolucién en el tiempo de
los movimientos moleculares (también llamada trayectoria). Esta técnica permite a la
molécula remontar maximos de energia para explorar mdltiples conformaciones
estables (minimos locales de la superficie de potencial). La dependencia con el
tiempo es simultineamente la fortaleza y la debilidad de este método, ya que sélo
pueden simularse de manera practica, trayectorias del orden de 1012 a 10-°
segundos (de picosegundos a nanosegundos). Como se habia mencionado
previamente, en la metodologia de simulacién de la dindmica molecular se resuelve
la ecuacién del movimiento de Newton para cada atomo del sistema: F;, = mja,
donde F, es la fuerza que actia sobre el /-ésimo atomo, m; su masa y a; su
aceleracion. El céalculo de la fuerza, necesario para resolver esta ecuacién, puede
obtenerse directamente de la derivada de la energia potencial E respecto a las
coordenadas r;; esta es la razén de expresar a la energia potencial en una forma

analitica y diferenciable:
F, = - (8E/8r) = m; (82r/5t2) (14)
En principio, con una expresién adecuada de la energia potencial y con las
masas conocidas de todos los atomos, seria posible resolver la ecuacién diferencial

(14) para calcular futuras posiciones atémicas en el tiempo (esto es, determinar la

trayectoria). Desafortunadamente, la fisica clasica sélo proporciona soluciones exactas
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a esta ecuacién para sistemas de 1 6 2 particulas independientes. La resolucion de
sistemas mayores requiere el empleo de métodos numéricos, que aportan soluciones

aproximadas.

El movimiento de un atomo particular puede expresarse mediante su
desarrollo en una serie de Taylor. Si la posicién al tiempo t es r(t), la posicién

después de un pequefio intervalo de tiempo At seré:
r(t+At) = r(t) + (dr/3t)At + (82r/5t2)-At2/2 + ... (15)

La solucién numérica de las ecuaciones del movimiento depende de dos
grupos de factores: a) el conocimiento de la posicién r(t), la velocidad or/ot y la
aceleracién §2r/dt2 y b) la aproximacién que omite a los términos de orden superior.
Las coordenadas iniciales se obtienen generalmente de estructuras cristalograficas,
mientras que las velocidades iniciales son asignadas al azar siguiendo la distribucién
de Maxwell-Boltzmann que corresponda a la temperatura de interés en la simulacién
(normalmente 300 K). Una vez resuelta la ecuacion (15), las coordenadas originales
se reemplazan por nuevas y las velocidades se actualizan dividiendo el cambio de
posicién de cada atomo por el incremento de tiempo At; la aceleraciéon se corrige
calculando los gradientes 8E/dr; con las nuevas coordenadas. Un ciclo se completa al
realizar estos calculos para todos los a&tomos constituyentes de la molécula, y este
proceso se repite miles o quizd, millones de veces para efectuar la simulacién

dindmica del sistema.

Método de Verlet
El algoritmo usado por BIOGRAF para resolver las ecuaciones diferenciales

(15), es el propuesto originalmente por Verlet (1967), y que se describira
brevemente a continuacién.

Si Viiom es la velocidad promedio durante el intervalo de tiempo transcurrido
entre t y (t+At), entonces la posicién al final del periodo sera:

r(t+At) = r(t) + VomAt (16)
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Si se supone que la velocidad cambia linealmente durante At, entonces la velocidad

promedio puede igualarse a la velocidad instantanea en At/2:
Vprom = V(t + At/2) (17)

Por otra parte, la velocidad instantdnea puede ser calculada de la aceleracion
promedio desde (t -At/2) hasta (t + At/2):

Vit + At/2) = V(t - At/2) + apom At (18)

Si nuevamente se supone que la aceleracién es aproximadamente lineal en el
intervalo de tiempo descrito, entonces la aceleracién promedio puede estimarse

como su valor instantaneo en el tiempo t:
asrom = a(t) (19)
Lo anterior conduce a la siguiente expresion para la velocidad:
V(t + At/2) = V(t - At/2) + a(t)-At (20)

Al combinar las ecuaciones (16) y (17) se obtiene una ecuacién similar para la
actualizacién de las coordenadas, donde V(t + At/2) se conoce a través de la

ecuacién (20):
r(t + At) = r(t) + V({t + At/2)-At (21)

Puede observarse que las posiciones atéomicas se calculan al final de cada
incremento de tiempo, mientras que las velocidades se actualizan a la mitad del
intervalo (At/2). Cada ciclo que estima las nuevas coordenadas en el tiempo consta
de: a) el célculo de la aceleracion, (-1/my;)-0E/dri(t), al tiempo t, b) la actualizacién de
la velocidad al tiempo (t + At/2), a partir de su valor en el instante (t - At/2) con la
ecuacién (20) y ¢/ la estimacién de las coordenadas para el tiempo (t + At) usando su

valor al tiempo t y la ecuacién (21).
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Un pardametro clave en el algoritmo de Verlet es el valor asignado al At.
Obviamente para optimizar los recursos de cémputo conviene emplear el valor mas
alto del incremento de tiempo. Sin embargo, existen limites fundamentales para el
uso de intervalos de tiempo grandes. La principal limitacion son los movimientos
moleculares de la mayor frecuencia a ser simulados. Las vibraciones rapidas implican
cambios abruptos de velocidad y aceleracién. Un periodo vibracional debe ser
dividido en al menos 5 6 10 segmentos para satisfacer la suposicion de Verlet
respecto a que las velocidades y aceleraciones sean lineales a lo largo del periodo de
integracion. Se conoce que las frecuencias de vibracién mas altas corresponden a la
distorsién de la longitud de enlaces que involucran atomos ligeros; en nuestro caso
la vibraciéon mas alta se espera para los enlaces entre &tomos de carbono e hidrégeno
(C-H), cuyo periodo es del orden de 1014 segundos. Por lo tanto en este trabajo se
utilizé un At de 10°1° segundos (1 ).

Otro concepto fundamental en las simulaciones de dindmica molecular es el
de la temperatura. Basicamente, la temperatura es proporcional a la energia cinética
de la molécula, lo cual puede expresarse mdas convenientemente en términos de las
velocidades atomicas. La relacion entre temperatura y velocidad de un sistema se
encuentra a través de la Teoria Cinética de los Gases, con la ecuacién de Maxwell-

Boltzmann:
FV)OV = (m/27kT)>2Z.exp(-mv2/2KT)-4nvZ &v (22)

Esta relaciéon expresa la probabilidad f(v) de que una particula de masa m posea la
velocidad v cuando se encuentra a la temperatura T. En nuestro caso se asigné una
temperatura de 300 K para todas las simulaciones de la dindmica molecular. Una sola
velocidad no puede asignarse a una temperatura dada, ya que ésta es en realidad,
una medida de la distribucion de velocidades atébmicas establecida por la ecuacién
de Maxwell-Boltzmann, y que tiene interpretacion termodinamica solamente en
condiciones de equilibrio.

También de la Teoria Cinética de los Gases, se encuentra que la energia

cinética, Eg,, de un gas ideal es directamente proporcional a la temperatura
termodinamica:
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Eci, = (3/2)KT (23)

donde k es una constante de proporcionalidad (constante de Boltzmann). Por otro

lado, la definicién de la energia cinética para un &tomo se expresa como:
Egpn = (1/2)mvZ (24)

Asi, una expresién para la temperatura en términos de la velocidad para un conjunto

de N atomos, puede escribirse como:

N

3kT = Y (mvi2)/N (25)

i=f

Esta Gltima ecuacién hace posible calcular la temperatura del sistema para un

grupo de atomos en movimiento partiendo directamente de sus velocidades.

Existen diferentes formas termodinamicas en las que una simulacién molecular
puede ser conducida. Una de ellas es el aplicar la mecanica estadistica a través de la
metodologia del conjunto microcanénico, para asi mantener fijas la energia total, el
volumen y el nimero de particulas del sistema. En estos casos, el programa de
simulacién permite variaciones de temperatura por interconversién espontidnea de
los componentes cinético y potencial de la energia total. Asimismo, cuando es
preciso realizar una simulacién en la que tanto la temperatura como el nimero de
particulas y el volumen deban permanecer constantes, los programas de simulacién
de dindmica molecular aplican la aproximacién del conjunto canénico para calcular la
evolucién molecular en el tiempo. En esta segunda modalidad, las velocidades
atomicas que determinan directamente la temperatura del sistema, deben ser
reescaladas o ajustadas a intervalos regulares de tiempo que el usuario determina. En
este trabajo, se emple6 una estrategia combinada de simulacién molecular, en la que
se calcularon trayectorias de 100 & manteniendo la energia constante, seguidas de
reescalamiento de las velocidades atomicas para igualar la temperatura del sistema
con la de un bafio térmico a 300 K. Esto es, se utilizé una serie de 100 etapas
microcandnicas alternadas con ajustes de la temperatura, que dieron como resultado

la simulacién de un proceso canénico o isotérmico.
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Calculo de areas superficiales y voliimenes moleculares

La estimacién de las areas moleculares empleadas en la aplicacién del modelo
de la quimopapaina a la interpretacion de algunos resultados experimentales, fue
realizada seglin el método propuesto por Connolly (1983) que se encuentra
implementado en el paquete de cémputo BIOGRAF. En estos célculos todos los
atomos fueron considerados como esferas con base en sus radios van der Waals,
donde los a&tomos de hidrégeno se declararon de manera implicita. Para simular al
solvente en contacto con la superficie de la proteina se utilizé una esfera de 1.4 Ade
radio. Por su parte, el area hidrofébica se definié como la contribuciéon de los atomos

de carbono de la molécula a la superficie total.

La densidad de las proteinas fue estimada del cociente de la masa molecular y
el volumen de la estructura. Este Gltimo se calculé con el algoritmo propuesto por
Stouch & Jurs (1986) con una densidad de 10 celdas por A, sin incluir a las moléculas
de agua. En el presente trabajo se consideré a las PSV constituidas por dos dominios
estructurales que, de acuerdo a la humeracién de quimopapaina, comprenden los

residuos 1 a 107 (primer dominio) y 108 a 218 (segundo dominio).

Superposicion de estructuras

La superposicion de estructuras moleculares de papaina, actinidina, proteinasa
Q y quimopapaina, se realizé6 segun el criterio de minimizacién del cuadrado de la
distancia entre los carbonos o topolégicamente equivalentes de las proteasas

mencionadas.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccién se hard una descripcion y discusién de los resultados
obtenidos durante el modelado de la quimopapaina que involucré, la seleccién de la
estructura base, la sustitucién de los residuos de la quimopapaina sobre la proteina
base y posteriormente, la validacién del modelo con la informacion estructural
disponible. Hacia el final del capitulo se presenta la aplicacion de este modelo a la

interpretacién de algunos datos experimentales.

Seleccion de la estructura base
a) Homologia en composicion.

La figura 3-1 muestra los resultados de la comparacién en composicion de
aminoacidos de la secuencia de la quimopapaina con las correspondientes a las tres
proteasas sulfhidrilicas vegetales de estructura tridimensional conocida. Debe tenerse
presente que cuando se obtiene un mayor indice de diferencia en composicién de
aminoacidos, existe también una mayor divergencia en su homologia. Como puede
observarse de la figura 3-1, la proteinasa Q es claramente la proteasa sulfhidrilica
con mas cercania a la composicién de la quimopapaina, en lo-que al nGmero de
aminoacidos de cada tipo se refiere. Este resultado se mantiene invariante adn
cuando la composicién de aminoéacidos se ajuste por la longitud de las cadenas, en
cuyo caso se obtienen indices de 0.0039, 0.0061 y 0.0106 para la proteinasa Q,

papaina y actinidina, respectivamente.

b) Homologia en secuencia.

En la comparacién de secuencias alineadas por parejas entre quimopapaina y
cada una de las tres proteasas caracterizadas, la proteinasa 2 muestra el mayor
nimero de residuos conservados y la menor cantidad de inserciones o vacancias de
aminoacidos (lugares vacios en la secuencia), Tabla 3-I. Este hecho sefala a la
proteinasa 2 como la estructura mas adecuada para ser usada como base en el
modelado de la quimopapaina bajo este criterio de seleccion, ya que su empleo
requerira el menor nimero de reemplazos de cadenas laterales (73 mutaciones), y

evitara la supresion de residuos de la cadena principal. Unicamente precisard de la
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adicién de los dos ultimos residuos a la cadena, los cuales no tienen anélogo en la

estructura de base.
TABIA 3.1

Alineamiento dptimo de secuencias por parejas.
Comparacion con quimopapaina.

No. de residuos No. de residuos Inﬁercioneﬁ*
idénticos similares
Proteinasa Q 143 (66.2%) 22 (10.6%) 0-0
Papal'na 126 (59.4%) 30 (14.2%) 1-O0
Actinidina 107 (491%) 27 (12.4%) 1-2

* |4 primera cifra corresponde al nlimero de inserciones en la secuencia de la quimopapat’na, necesarias
para realizar el mejor ajuste. La segunda cifra se refiere a inserciones en la secuencia de la proteina con
la que se compara la quimopapal'na.

Aunque todos los alineamientos de esta seccién se realizaron por parejas, en
la figura 3-2 se muestra el alineamiento simultdneo de las secuencias de
quimopapaina y las tres PSV cristalizadas para hacer evidentes las zonas de
aminoéacidos conservados (idénticos y similares), asi como para presentar la
conectividad de los puentes disulfuro completamente conservados en esta familia

segln las secuencias reportadas hasta ahora.

¢) Significancia de la homologia en secuencia.

La dependencia de la significancia en homologia con el nimero de
alineamientos de secuencias aleatorias entre las parejas formadas por la
quimopapaina y cada una de las PSV caracterizadas, se muestra en la figura 3-3.
Como puede apreciarse, en todas las curvas se presentan grandes fluctuaciones
estadisticas en los valores de significancia, cuando se realiza un ndmero bajo de
comparaciones (menos de 60). Y por otra parte, se observa que el valor de la
significancia resulta notablemente disminuido si este nimero de comparaciones es
demasiado grande. De lo anterior puede concluirse, como ya se habia anticipado,
que al usar este método estadistico, el nimero de comparaciones adecuado deberia
encontrarse entre 80 y 150, ya que a menor muestreo, las fluctuaciones aleatorias
pueden modificar sensiblemente el resultado; mientras que por otro lado, un nimero

muy alto de comparaciones enmascara la relacién de homologia, incluso hasta el
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Figura 3-2. Alineamiento de cuatro PSV donde se muestra Ia posicion de los enlaces disulfuro

completamente conservados en la familia. Los asteriscos representan zonas de residuos
idénticos y los puntos residuos similares.
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grado en que el marcador de la comparacién de la secuencia de quimopapaina
consigo misma, tiende a valores muy pequefios (Fig. 3-3). Independientemente del
efecto descrito, el resultado principal de la aplicacion de la significancia en
homologia como tercer criterio de selecciéon es que éste sefiala a la proteinasa
como la enzima con mayor cercania topoldgica a la quimopapaina. Por lo tanto, bajo
los tres criterios de comparacién estadistica empleados, la proteinasa Q) parece ser la
mejor de las tres estructuras de PSV caracterizadas para utilizarse como molde de la
quimopapaina, ya que asi, la construcciéon del modelo involucrara tanto el menor
nimero de mutaciones y la ausencia de modificaciones internas en la cadena
principal (s6lo su elongacién en dos residuos en su extremo amino terminal), como
la mayor relacién entre las secuencias de la estructura de base y la proteina por

modelarse.

Modelado molecular de la quimopapaina
a) Construccion del modelo inicial.

Una vez seleccionada la proteinasa ) como la estructura tridimensional de
partida en el trabajo de modelado, se procedié a efectuar las sustituciones de
residuos de aminoacido pertinentes. Segin el alineamiento de secuencias de la
proteinasa () con la quimopapaina de la figura 3-4, se requirié la sustitucién de 73
residuos de aminoacido (sefialados con 1) y como ya se habia mencionado, la
adicién de dos residuos en el extremo carboxilo de la cadena polipeptidica de la
proteinasa QQ para completar la secuencia de la quimopapaina. Todos los cambios se
realizaron por modificaciéon de las cadenas laterales de los residuos que resultaban
diferentes en proteinasa (2 respecto a quimopapaina. Para llevar a cabo estas
mutaciones, se emplearon las coordenadas cristalograficas de la proteinasa (),
generosamente proporcionadas por el autor de la determinacién de la estructura
tridimensional de esta proteasa (Pickersgill et a/, 1991). Cada nueva cadena lateral
fue construida de tal manera que mantuviera sus &ngulos diedros cercanos a los
observados en el aminoacido libre, pues se sabe que, en general, estos angulos no
se modifican sensiblemente cuando forman parte de una proteina plegada (Ponder &
Richards, 1987; Levitt, 1992). La mayor parte de las mutaciones involucraron
cadenas laterales accesibles al disolvente o colocadas en regiones de cadena
aleatoria de la proteina (85%), y dado que no se requirié la insercién o remocién de
segmentos de la cadena principal, como se habia mencionado antes, el proceso de

construccion de la estructura inicial sélo precisé de la reorientacién interactiva de un
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nuimero limitado de residuos. En esta reorientacién se buscé disminuir los contactos
van der Waals entre la nueva cadena lateral y el resto de la estructura, como se ha
realizado en otros trabajos de modelado molecular (Blundell, 1991; Srinivasan,
1993), a fin de evitar tensiones excesivas antes de intentar la regularizacién global de
la geometria por minimizacién de energia. Los sitios que presentaron los mayores
problemas de compatibilidad entre la proteinasa 2 y la nueva estructura generada
durante el proceso de sustitucién de las cadenas laterales fueron: Ser84—Lys, Val100
—Lys, lle104—Lys y Val1 10—>Tyr. En todos estos casos los residuos se encontraban
en zonas de cadena aleatoria y s6lo fue necesario reorientar las nuevas cadenas

laterales al exterior de la proteina.

b) Minimizacion de Energia.

Con el propésito de disminuir la tensién provocada por interacciones de alta
energia en la molécula, se procedié a minimizar la energia potencial de la misma a
través de una serie de etapas de mecanica molecular. Se sabe que, en general, la
sustitucion de residuos sobre una estructura tridimensional dada genera tensiones
locales debido a problemas de estericidad, y que en estas condiciones una
minimizacién global sdlo propagaria las distorsiones de los sitios de mayor tensién
hacia el resto de la molécula. Por esto, resulta recomendable identificar y minimizar
esas regiones previamente a cualquier proceso de relajamiento masivo. Cuando se
emplea BIOGRAF para realizar mutaciones sobre cadenas polipeptidicas, los residuos
de prolina involucrados (tanto para la susitucién Pro—Xaa como para Xaa—Pro) son
los mas notables en cuanto la creacién de tensiones puntuales. De esta manera se
efectuaron minimizaciones individuales para los residuos Pro68—GIn, Pro69—Thr,
Gly101—Pro, GIn114—Pro, Pro115—Ser, Thr183—Pro, Pro197—Ser y Pro201—GlIn,
mediante la relajacién de sus cadenas laterales, seguida de la minimizacién de todos
los atomos del residuo y, finalmente, de la regularizacién del residuo completo junto
con cuatro vecinos en secuencia (dos previos y dos posteriores). En cada caso se
requirieron entre 100 y 200 iteraciones para alcanzar un minimo de energia

potencial.

La siguiente etapa consisti6 en la minimizacién simultinea de todas las
cadenas laterales, manteniendo fijas las posiciones de los dtomos de la cadena
principal y de las 134 moléculas de agua que pertenecian a la proteinasa Q. Esto

permitié que las cadenas laterales pudieran reorganizarse energéticamente en el
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espacio, sin modificar la topologia de la estructura de base. Previos a esta etapa
ocurrieron algunos imprevistos: las coordenadas cristalograficas de la proteinasa €
no cubrian los requisitos del formato PDB y fue necesario editar el archivo de 2198
4tomos para establecer todos los dobles enlaces presentes, asi como cambiar el tipo
de 4tomo de los nitrégenos en los grupos amino de la cadena principal y modificar el
residuo carboxilo terminal de la proteina. Ademas se presentaron traslapes entre las
cadenas laterales de la Tyr93 y del Asn 173 con dos moléculas de agua, por lo que
éstas tuvieron que ser removidas del sistema. Una vez realizadas todas estas
modificaciones, se someti6 la estructura a 100 etapas de minimizacién, con lo que la

energia potencial disminuy6 de 6861 a 838.5 kcal/mol.

El paso siguiente en la minimizacién de la estructura fue el incluir a las
moléculas de agua en el conjunto de &tomos méviles que comprendia a las cadenas
laterales. Este proceso llevé a la energia potencial de un valor inicial de 1358 hasta
-364.8 kcal/mol en 210 etapas de minimizacién. Finalmente, se procedi6é a la
minimizacién global, permitiendo libertad de movimiento a la totalidad de los
dtomos de la molécula. En este caso 210 etapas de minimizaciéon condujeron a la

energia potencial de 396.4 hasta un valor de -1429 kcal/mol.

¢) Convergencia hacia la conformacion de equilibrio.

La primera etapa en la simulacion de la dinamica molecular de la
quimopapaina involucré el modelado de los dos ultimos residuos de esta proteina,
debido a que como se menciond, fueron adicionados en ausencia de aminoéacidos
topologicamente equivalentes en la estructura de base. En este proceso se permitié
el movimiento a los cinco ultimos residuos de la cadena polipeptidica (Phe214,
Lys215, Gly216, Phe217 y Ala218) y también a sus &tomos vecinos en un radio de 5
A. Esta dinamica se realizé con una primera simulacion de 150 ps a la temperatura
de 300 K, seguida de la remocién de 8 de las 10 moléculas de agua incluidas en la
regién de atomos moéviles (lo cual permitié la interaccién de los residuos 217 y 218
con el resto de la proteina), y de una minimizacién de energia. Finalmente, se simulé

una nueva dinamica molecular de esta zona, también de 150 psa 300 K.
Un proceso de minimizacién de la quimopapaina precedié a la dinamica

molecular global de la estructura, simulada en condiciones de temperatura de 300 XK

durante 60 ps. Al conférmero de menor energia en la trayectoria calculada en esta
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etapa, se le aplicé una nueva minimizacién de energia de 60 etapas, lograndose las
energias potenciales més bajas hasta este punto del modelado. Sin embargo, al
analizar la estereoquimica de este conférmero, se detectaron los carbonos o de seis
residuos en configuracién Dy dos enlaces peptidicos en conformacion cis. Antes de
pasar a la siguiente etapa de dindmica molecular, se corrigieron todas estas
anomalias geométricas, con excepcion del enlace peptidico previo a la Pro151 que
se mantuvo en conformacién cis, por ser ésta una caracteristica coman observada en
las proteasas sulfhidrilicas vegetales cristalizadas. Ademas, se removieron seis
moléculas de agua debido a que espontineamente se separaron del resto del
sistema (evaporacién) durante el proceso de simulacién dindmica. La estructura
resultante fue sometida a un nuevo célculo de minimizacién de energia, y después a
una dindmica molecular de 40 ps. De los conférmeros obtenidos en este calculo, se
seleccioné el de menor energia potencial, y sobre él se definieron de manera
explicita la totalidad de los atomos de hidrégeno (1230) del sistema molecular en
estudio. La estructura resultante mostré todos sus residuos en conformacién L y fue
minimizada para regularizar la geometria en presencia de los nuevos atomos
agregados (hidrogenos). Posteriormente, se realizaron dos procesos de dindmica
molecular, de 35 y 105 ps, separados por una nueva minimizacién de energia. De la
dindmica de 105 ps se eligieron a los tres conférmeros que mostraron la menor
energia potencial del conjunto; éstos fueron minimizados y, finalmente, de entre
ellos se seleccion6é a la geometria de mas baja energia para representar a la
estructura tridimensional de la quimopapaina. En la figura 3-5 se esquematiza la
naturaleza flexible del modelo obtenido, a través de la superposiciéon de las cadenas
o. de los diferentes conférmeros obtenidas de la simulacién de su dindmica molecular
de 105 ps. Es conveniente sefialar que para generar cada una de las estructuras que
aparecen en esta figura 3-5, el programa calculé en realidad 6000 conformaciones
intermedias, para las que fue necesario evaluar cada vez las interacciones entre los
3645 atomos del sistema. Las coordenadas del modelo de la quimopapaina
obtenidas después de esta larga serie de etapas, fueron interpretadas por el sistema

de despliegue grafico del paquete de cémputo BIOGRAF, como se ilustra en la figura
3-6.

Evaluacion de la calidad estereoquimica del modelo
En un estudio sobre mas de 400 proteinas con estructura tridimensional

conocida, Morris et a/., (1992) obtuvieron las tendencias conformacionales generales
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[ Figura 3-5 (continuacion). Dos aspectos de la naturaleza dindmica del modelo de la quimopapaina.




Figura 3-6. Esquema de esferas y bastones del modelo de la quimopapaina.




que seguia la geometria de las proteinas consideradas y la correlacion que podia
establecerse entre esta geometria, la resolucién y el factor R cristalogréfico para cada
proteina del conjunto estudiado. Entre sus resultados mas importantes, estos
investigadores definieron tres zonas de incidencia sobre un mapa de Ramachandran
que incluye a los 121,870 residuos de aminoéacido de 462 proteinas y donde se han
obviado a los residuos de prolina y glicina. Las zonas se distinguen entre si por la
densidad de residuos registrada en cada una de ellas y son clasificadas como
regiones nucleares (C), observadas (G) y permitidas (A) o también de alta, media y
escasa densidad de poblacion, respectivamente (Fig. 3-7). Respecto a la correlacion
entre la geometria, la resolucién y el factor R de las proteinas analizadas, Morris et al.
(1992), encontraron que aquellas estructuras determinadas con buena resolucién y
con factores R pequeiios, presentaban un alto porcentaje de sus residuos dentro de
las zonas nucleares en el mapa de Ramachandran (Fig. 3-8). El trabajo citado también
incluye la determinaciéon de intervalos de confianza para los valores de algunos
elementos geométricos, que deben ser observados por las estructuras
tridimensionales de alta resolucion. Estos elementos comprenden: dngulos diedros @
y ¥ de residuos que forman parte de hélices en la proteina; dngulos X3 de puentes
disulfuro; angulos ® en prolinas; angulos © de todos los residuos del polipéptido; la
quiralidad de los carbonos (0 y de las cadenas laterales de residuos de Thr e lle; la
conformacién de los enlaces peptidicos e incluso, los valores de energia promedio
que pueden adquirir las interacciones de puentes de hidréogeno en el afinamiento de
estructuras cristalograficas (Tabla 3-II). El trabajo de Morris et al (1992) es tan
completo, que actualmente se utilizan sus criterios para la aceptacién de estructuras
tridimensionales en las bases del Banco de Datos Cristalogrificos de Proteinas

(Brookhaven National Laboratory, 1992).

Para la evaluacion de la calidad estereoquimica del modelo de la
quimopapaina propuesto en el presente trabajo, se sometié la estructura de esta
proteina al juicio de los criterios del PDB mencionados en el parrafo anterior, y los

resultados obtenidos se detallan a continuacién.

Del total de los 178 residuos que contiene la quimopapaina al excluir prolinas
y glicinas, el 70% de las parejas de angulos ® y ¥ se encontraron dentro de las

zonas o regiones nucleares seglin se muestra en el mapa de Ramachandran

construido para la quimopapaina en la figura 3-9. De acuerdo con Morris et al.
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Figura 3-9. Mapa de Ramachandran para el modelo de la quimopapaina. Las lineas continuas delimitan
las regiones nucleares de la figura 3-7. Los residuos de prolina y glicina estin identificados

por O yR, respectivamente.




(1992), este porcentaje de residuos corresponde a una resoluciéon de 2.9 Ay aun
factor Rde 0.28 en estructuras de proteinas obtenidas cristalograficamente (Fig. 3-8).
Para evaluar la posicién del 30% de residuos externos a las zonas nucleares, se
representaron las regiones observadas y permitidas de Morris et al. sobre el mapa de
Ramachandran del modelo de la quimopapaina y se encontré que excepto por cuatro
aminoacidos, las regiones observadas cubrian el total de los residuos de la proteina
(Fig. 3-10). Es importante sefalar que los cuatro aminodcidos no considerados en las
regiones observadas fueron la Ala90, la Asn116 y la Ser200 que se encuentran en
cadena aleatoria, mientras que la Ala97 aparece al inicio de una hélice pequena en el

primer dominio de la quimopapaina.

TABLA 3-1l
Valores de los parametros estereoquimicos para estructuras
cristalograficas de alta resolucion.

« Angulos ® y ¥ en las zonas de mayor

densidad > 90%
« Angulo X3 en puentes S-S
Izquierdos -85.8+ 10.7°
Derechos 96.8+ 14.8°
« Angulo ® en prolinas -65.8+11.2°
e Angulos helicoidales
o -65.3 +11.9°
Y -39.4 +11.3°
» Energia de puentes de hidrégeno -2.03 £ Q.75 kcal/mol
o Enlaces peptidicos Conformacioén trans
» Residuos Isdbmeros L

Los angulos diedros X3 de los tres puentes disulfuro en la molécula de
quimopapaina se encontraron dentro de los flimites fijados por el criterio de
evaluacion estereoquimico. Los valores numéricos de estos angulos diedros son:
-100.06° para el enlace disulfuro formado entre los residuos de cisteina 22 y 63;
91.04° para el que se encuentra entre las cisteinas 56 y 95; y finalmente -77.80°
entre los residuos 153 y 204.
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Figura 3-10. Regiones nucleares y observadas de Morris ef al. (1992) sobre el mapa de Ramachandran del
modelo de la quimopapaina, donde se han obviado los residuos de glicina y prolina, y se han
identificado los cuatro residuos que aparecen fuera de las zonas observadas.




Respecto a los angulos diedros ® de los residuos de prolina en el modelo de
la quimopapaina, el 80% incide dentro de los intervalos establecidos por el criterio
de evaluacién y el resto se encuentra desviado en todos los miembros de la familia

de las PSV con estructura tridimensional conocida.

Del analisis geométrico del modelo de la quimopapaina se determiné que
todos los angulos o se encuentran en conformacién trans a excepcion del enlace
peptidico previo a la Pro151, que es un residuo completamente conservado en la
familia a la que pertenece la quimopapaina y que se encuentra en conformacién cis
en todos los casos conocidos, como ya se habia mencionado. También del analisis
geométrico, se conoce que todos los carbonos o de la cadena principal de la
proteina presentan el isébmero L y que las cadenas laterales de las treoninas e
isoleucinas de la cadena polipeptidica cumplen con la quiralidad observada en los
aminoacidos naturales (Morris et a/.,, 1992). El hecho de que todos los residuos de la
quimopapaina hayan conservado la configuraciéon L durante las Gltimas etapas de la
dindmica molecular, es de la mayor importancia en el caso de una estructura
modelada, ya que cualquier inconsistenica geométrica en el interior de la proteina
podria haber ocasionado la inversion de algunos centros quirales durante la

simulacién.

Debido a que cualquier cilculo de energia depende del programa especifico
que se emplee para afinar una estructura cristalografica, el valor numérico de la
interaccion que se propone en el criterio estereoquimico para los puentes de
hidrégeno, no resulta comparable directamente con la energia que se calcula para la
estructura modelada de la quimopapaina. De manera que fue preciso realizar un
proceso de minimizacién de energia que involucrara por una parte, el mismo
programa de mecanica molecular empleado en el caso de la quimopapaina, y por
otra, a las proteasas sulfhidrilicas vegetales cuyas estructuras tridimensionales se
encuentran almacenadas en el Banco de Datos Cristalograficos de Proteinas. Se
decidi6 asi trabajar con las estructuras de papaina, actinidina y proteinasa después
de agregar a estas estructuras todos los 4tomos necesarios (atomos de hidrégeno
que no estan incluidos en los archivos cristalograficos del PDB) para los calculos
energéticos de puentes de hidrégeno. El resultado numeérico de la energia promedio

para estas interacciones, en las tres proteasas arriba mencionadas, presenta una
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desviacién menor al 1.5% respecto a su valor medio (-6.45 kcal/mol). Para el caso de
la quimopapaina, la energia por puentes de hidrégeno se encuentra a sélo 1.1% del
valor medio observado en PSV, lo cual permite considerar satisfactoria la geometria
de los puentes de hidrégeno presentes en el modelo generado, pues la desviacion
del valor medio para estas interaciones, encontrada por Morris et al., es de 37% en

estructuras cristalogréficas de alta resolucion.

Todos los resultados de la evaluacién de las caracteristicas geométricas del
modelo de la quimopapaina con los estandares empleados para juzgar la calidad
estereoquimica en proteinas caracterizadas por difraccién de rayos X, que se
presentan en la Tabla 3-1lI, permiten considerar al modelo propuesto en este trabajo
como una estructura que cubre satisfactoriamente los requerimientos
tridimensionales correspondientes a los de una proteina de buena resolucién

cristalografica.

TABLA 3-11l
Analisis estereoquimico del modelo de la quimopapaina
Cumple | No cumple %

Residuos con dngulos ® y ¥ en

las zonas nucleares 124 54 70
Angulos X3 en disulfuros 3 0 100
Angulo ® en prolinas 11 0 100
Angulos helicoidales 54 11 80
Enlaces peptidicos trans 216 1 (prolinal51) 99.5
Residuos en configuracién L 218 218 100
Energia de puentes de hidrégeno (kcal/mol)
o Quimopapaina -6.38
e Papaina -6.37
e Actinidina -6.47
* Proteinasa Q -6.52
Resolucién 294
Factor R 0.28
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Analisis de la estructura del modelo de la quimopapaina

De la revisién del modelo propuesto para la quimopapaina se puede apreciar
que la arquitectura cumple las caracteristicas generales observadas en proteinas. Esto
es, la mayor parte de sus cadenas laterales hidrofébicas se encuentran dirigidas al
interior de la molécula, mientras las hidrofilicas se localizan fundamentalmente en la
superficie (Fig. 3-11). Adicionalmente, el modelo resulté ser consistente con algunos
resultados experimentales que reflejan directamente ciertas caracteristicas de la
estructura tridimensional de esta proteina, como son: el ambiente polar del triptofano
181 (Dubois et al., 1988b); la exposicion al disolvente de la cisteina 117 (Watson et
al., 1990) que se observa en la figura 3-12; la distancia mayor de 20 A entre ese
residuo y la otra cisteina libre en la molécula (Topham et al., 1990a4); y la semejanza
de regiones interdominio (Baker & Drenth, 1987; Fig. 3-13) y de la geometria del
sitio activo (Carey et al, 1983) con los otros miembros de las PSV. Respecto a este
Gitimo punto, la Tabla 3-IV muestra comparativamente algunos valores de
parametros geométricos entre las cadenas laterales de los residuos del sitio activo,
determinados en el modelo de la quimopapaina y en las estructuras cristalograficas

de las tres proteasas caracterizadas.

En la parte superior de la figura 3-14, se puede observar la representacion del
subsitio S2 de las PSV (segin la numeracion de papaina), los residuos del sitio
catalitico y también un fragmento del sustrato en el que se indica el enlace a
hidrolizar (N). En la parte inferior de la misma figura se aprecia el alineamiento
multiple de las secuencias de seis de estas proteasas. Se han sefialado con asteriscos
las posiciones completamente conservadas en la familia y con puntos aquellos
aminoacidos que presentan caracteristicas similares en sus cadenas laterales.
También se han marcado los residuos correspondientes al subsitio S2 (e) y los de la
triada catalitica (#). Se aprecia que, a excepcién de la lisina que aparece en
bromelaina de tallo en la posicién 175, todos los miembros de la familia mantienen
conservados los residuos del sitio activo (Cys, His y Asn). Es de tal manera
sorprendente el caso del aminoédcido 175 en la bromelaina, que incluso se ha
propuesto la existencia de un error (Topham et al, 1990b5) en la secuencia de

aminoéacidos de esta enzima que ha sido reportada por Ritonja et a/. (1989a).
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Figura 3-11. Residuos hidrofébicos (a) ¢ hidrofilicos (b) en el modelo de la quimopapaina. La linea
continua representa la cadena « de la proteina.
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Figura 3-12, Exposicion de la cisteina 117 en el modelo de la quimopapaina. Se presentan también los
tres enlaces disulfuro y la cisteina 25 del sitio activo.




Figura 3-13. Dos sitios conscrvados en las estructuras dc papaina (verde). actinidina (awmarillo) v ¢l
modclo de la quimopapaina (rojo). a) Zona interdominio. b) Porcion del segundo dominio.
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ACTINIDINA -LPSYVDWRSAGAVVDIKSQGECGGCWAFSATATVEGINKITSGSLISLSEQELI 54
PAPATNA -IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKIRTGNLNEYSEQELL 54
PROT. OMEGA -LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSCGSCWAFSAVATVEGINKIRTGKLVELSEQELV 54
PAP.PROT.IV -LPESVDWRAKGAVTPVKHQGYCESCWAFSTVATVEGINKIKTGNLVELSEQELV 54
QUIMOPAPAINA -YPQSIDWRAKGAVTPVKNQGACGSCWAFSTIATVEGINKIVTGNLLELSEQELV 54
BROMELAINA AVPQSIDWRDYGAVTSVKNONPCGACWAFAATATVESIYKIKKGILEPLSEQQVL 55

* ‘*** ***. .. *' *-'****....*'*_* * % .* * ***".
6’/...69
ACTINIDINA DCGRTQNTRGCDGGY ITDGFQFIINDGGINTQENYPYTAQDGDCDVALQDQKYVT 109
PAPAINA DCDR--RSYGCNGGYPWSALQLVAQYG- IHYRNTYPYEGVQRYCRSREKGPYAAK 106

PROT. OMEGA DCER--RSHGCKGGYPPYALEYVAKNG-IHLRSKYPYKAKQGTCRAKQVGGPIVK 106
PAP.PROT.IV DCDL--QSYGCNRGYQSTSLQYVAQNG-THLRAKYPYTIAKQQTCRANQVGGPKVK 106
QUIMOPAPAINA DCDK--HSYGCKGGYQTTSLQYVANNG-VHTSKVYPYQAKQYKCRATDKPGPKVK 106
BROMELATNA DCAK---GYGCKGGWEFRAFEFTIISNKGVASGATYPYKAAKGTCKTDGVPNSAY - 106
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ACTINIDINA IDTYDNVPYNNEWALQTAVTYQPVSVALDAAGDAFKQYASGIFTGPCGTAVDHAIL 164
PAPAINA TDGVRQVAPYNEGALLYSTANQPVSVVLEAAGKDFQLYRGGIFVGPCGNKVDHAY 161

PROT. OMEGA TSGVGRVQPNNEGNLLNAIAKQPVSVVVESKGRPFQLYKGGIFEGPCGTKVDHAV 161
PAP.PROT.IV TNGVGRVQSNNEGSLLNATAHQPVSVVVESAGRDFQNYKGGIFEGSCGTKVDHAV 161
QUIMOPAPAINA ITGYKRVPSNCETSFLGALANQPLSVLVEAGGKPFQLYKSGVFDGPCGTKLDHAVY 161
BROMELATNA ITGYARVPRNNESSMMYAVSKQPITVAVDANAN- FQYYKSGVFNGPCGTSLNHAV 160
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PAPAINA AAVGYGPN----YILIKNSWGTGWGENGY IRIKRGTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN-- 212

PROT. OMEGA TAVGYGKSGGKGYILIKNSWGTAWGEKGYIRIKRAPGNSPGVCGLYKSSYYPTKN-- 216
PAP.PROT.IV TAVGYGKSGGKGYILIKNSWGPGWGENGYIRIRRASGNSPGYCGVYRSSYYPIKN-- 216
QUIMOPAPAINA TAVGYGTSDGKNYIITKNSWGPNWGEKGYMRLKRQSGNSQGTCGVYKSSYYPFKGFA 218
BROMELAINA  TAIGYGQDS----T1YPKKWGAKWGEAGY IRMARDVSSSSGICGIAIDPLYPTLEE- 212
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Figura 3-14. Residuos del sitio activo (#) y del subsitio S2 (#) en PSV, segiin la numeracién de papaina,
sobre el alineamiento multiple de las proteasas completamente secuenciadas de la familia.
También se indica el enlace que sufre hidrélisis en el sustrato (47).




TABLA 3V
Geometria del sitio activo en las PSV.

PAPAINA | ACTINIDINA | PROTEINASAQ | QUIMOPAPAINA
a(A) 3.65 3.%0 3.91 3.91
b (A) 2.77 2.79 2.72 4.64
¢ (A) 7.25 6.99 7.56 6.96
SN0 (°) 16.01 71.22 "7.44 87.05
SN2O (°) 134.19 60.0% 12415 97.68

Comparacion estructural del modelo con otros miembros de las PSV

De la figura 3-14, y siguiendo con la numeracién de papaina, puede
apreciarse también que la tirosina 67 se conserva en cinco de las proteasas, con la
bromelaina nuevamente como la Unica excepcion. La posicion 68 muestra gran
variabilidad en la familia siendo un residuo no polar el que ocupa esta posicién en los
casos de actinidina, papaina y proteinasa (2; polar en proteinasa IV y quimopapaina
e incluso; cargado eléctricamente en la bromelaina. Por su parte, la posicién 69
muestra también la sustitucion de cadenas laterales con caracteristicas muy
diferentes; en tamano, desde la pequeia serina hasta el triptofano, y en polaridad,

desde la fenilalanina hasta la treonina. Las posiciones 133, 157 y 160 conservan la
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naturaleza hidrofébica de sus residuos, manteniendo completamente invariante a la
alanina en esta altima posicién. Finalmente, los residuos 205 y 207 en las proteasas
analizadas presentan un gran caracter polar e hidrofébico, respectivamente, excepto
en el caso de la actinidina. A juzgar por la naturaleza de los residuos del subsitio $2,
esta cavidad parece tener el mayor volumen en esta Gltima enzima, mientras que en
la bromelaina se distingue por la presencia de dos cargas negativas.

Mediante el uso del modelo de la quimopapaina y de las estructuras
tridimensionales de actinidina, papaina y proteinasa 2, se determinaron las areas de
las cadenas laterales de los residuos que conforman a los subsitios $2 en cada una de
estas proteinas y que se anotan en la tabla 3-IV. La superficie del subsitio S2
representada con puntos, se muestra en la figura 3-15 para el modelo de la

quimopapaina.

TABLA 3-V
Area de la superficie del
subsitio 52 (A?)
Quimopapaina 352.0
Actinidina 302.2
Papaina 241.2
Proteinasa Q 200.4

Puede apreciarse que los valores obtenidos en la tabla anterior, son muy similares
entre si y que el mayor volumen, esperado para la actinidina, no es evidente de este
andlisis de areas superficiales. De aqui se hace patente la necesidad de estimar los
volimenes libres del subsitio $2; un trabajo que no resulta trivial, pues requiere entre

otras cosas, de la definicién precisa y sistemaética de los limites de estas regiones.

El andlisis del modelo continué con la comparacién de las caracteristicas
topolégicas de los miembros de la familia de las proteasas sulfhidrilicas vegetales
caracterizadas. La quimopapaina muestra la presencia, tipica en la familia, de dos
dominios estructurales, y su cadena principal es muy semejante a la encontrada por
Baker y Drenth (1987) para papaina, arquetipo de las PSV (Fig. 3-16). Las estructuras
de estas dos enzimas pueden superponerse facilmente, aunque se observan

pequenas porciones de la cadena principal que divergen. Para ubicar esas zonas, se
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Figura 3-15, Representacion con puntos de la superficic expucesta al disolvente del subsitio S2 en ¢f
modclo dc la quimopapaina.
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calculé la diferencia en posicién de los carbonos o de la cadena principal de la
quimopapaina respecto a la papaina, y también respecto a la proteinasa Q. Esto
altimo se realizé con el objeto de identificar cualquier posible influencia de la
estructura de base sobre la conformacion final del modelo. Los resultados sefalan
(Fig. 3-17a) que la estructura obtenida para la quimopapaina es incluso, en algunas
porciones de la molécula, mas cercana a la papaina que a la propia proteinasa ;
esto es, no se observan tendencias geométricas en el modelo que indiquen la
permanencia de la conformacién de la estructura de base en la quimopapaina. Por su
parte, es notable la gran similitud en ubicacién y magnitudes relativas de las zonas
de mayor variabilidad presentes en la figura 3-17a, con las desviaciones encontradas
por Baker & Drenth (1987) en la posicién de la cadena principal de papaina y
actinidina (Fig. 3-17b). Este Gltimo resultado indica que el modelado logré llevar a la
molécula, desde el espacio conformacional correspondiente a la estructura de la
proteinasa €, hasta una posicién que refleja razonablemente el compromiso de las
interacciones que experimentan los grupos quimicos en la quimopapaina. Un criterio
adicional de comparacién topolégica consistié en el calculo de las diferencias en los
angulos ® y ¥, entre el modelo, la papaina y la proteinasa {2 (Figs. 3-18 y 3-19). En
este caso se observé la concordancia existente entre las regiones de la cadena
principal que ven alterados sus angulos diedros y los que divergen mas en la
posicion de sus carbonos ¢. De esta manera, se tienen ya dos evidencias
independientes que identifican, en el modelo de la quimopapaina, caracteristicas
geomeétricas particulares que permiten su consideracién como una estructura
tridimensional mas de la familia de las proteasas sulfhidrilicas vegetales. La figura 3-
20 muestra la superposicion de las cadenas principales de todas las estructuras
conocidas de miembros de las PSV.

Aplicaciones del modelo propuesto

En un estudio experimental reciente donde se aplica la espectroscopia de
dicroismo circular sobre papaina, quimopapaina y proteinasa Q (Solis-Mendiola et
al., 1992), se advierte la existencia aparente de un diferente contenido de estructuras
secundarias entre estas tres proteasas, y se encuentra un contenido mayor de
residuos en conformacién de hélice 0. en quimopapaina. Ademas, estos mismos
autores indican que las variaciones en los espectros de dicroismo circular sugieren la
presencia de un patrén de doblado distinto para la quimopapaina respecto al que se

ha encontrado para las otras dos enzimas estudiadas e incluso, la posibilidad de que

38




‘eurededourmb e ojoadsa1 () {5 eseurajord £ (—) eureded us 0 SOUOQIED SO 3p uordisod e[ US BIOUAISJI(T “BL]-€ BANSLY

‘eujededowinb ap ugloeisawnp
0Zc 002 08k 09k ovE o0cl 00l 08 09 ov 0¢ 0

VOIWO VSVYNIF1LOHd -
| VNIVdVd —

8

(V) eloueysig

o




u0o opIanoe op ‘eurprunoe £ eureded anus fedouud eusped ef 9p sowole sof 9p uowisod e exed onprsar 1od souorRIASIp SB[ 9P OIPIWOI] *qL [-¢ AN

(L86T) WuRIq % 1aed

t/ v/

A

¢

bt e B e R

ovt oct oot

08

(0]

y »

—_— ——

014

0c
Y

a7

i

1

_:_:mw i

_:___m_:_::__:__

i

—

:_: I

i

T

U

__,z

- 0-2

-0-€

~0-S

M\ uofiejaeQq




‘gurededourmb ef op ojspows |3 £ eureded anus 0 sOUOGIEd SOT 3P uo1sod B Us BOUAISJIP £ ‘& £ @ SOMSUL SO[ 3P SAIO[BA SOf 3P UQIORIASI] “§T-€ BANSIY

eujededowInb sp ugQioeIBaWNN

0ZZ 002 O8FL O09L O¥L 02k OOL 08 09 O 02 0
0

gjje O ejoue}siq ——

1091 -

. Owl

08

isd eyjoq —. |09}
14 eyed —

(¥) B8 O elouey}siq (o) !sd A 1} soinbue so| us e|OUBISY}IQ




‘gurededowrmb
©] 9P O[apou [3 £ ¢y esEuIs}oid aNUS 0 SOUOGIED SO] ap UQIdIS0d B U3 BIOUAINIP £ 4 & @ SONSUE SO] 2P SAUO[EA SO 3P UQIOBIASI( *61-€ EANSL]

eujededowinb ap ugloelBawWnNN

0ogz 00c 0O8L 09L OvE 02t OOL 08 09 Ov O¢ o)
0

eyje O eloue}siq —

09l -

% ? 0
N a@a@m\anua,_\?a_@__ ®;
o 0 Pa Ey g by

isd e11ed .. |09}
14 BleQ ——

AKV B)|B O elouelsiq (o) 1sd A 1} sojnBueg so| ua eiouaiad}iQ




(azul) v quimopapaina (rojo) cn representacion de esferas y bastones (a) v barras (h).

Figura 3-20. Supcrposicion de fas cadenas o de papaina (verde). actinidina (amarillo). protcinasa 2 1




esta enzima pertenezca a una clase estructural diferente (a/f3, segmentos alternados
de hélices o y hojas-B). El hecho de que la quimopapaina pudiera tener un patrén de
doblado distinto o pertenecer a una clase estructural diferente a las otras dos PSV
estudiadas, resulta inesperado dada la alta homologia en secuencia existente entre
estas proteinas (mdas del 50%) como se mencioné en ese trabajo. En un intento por
explicar esta situacién, se construyo la red de puentes de hidrégeno entre los atomos
de las cadenas principales de las tres PSV consideradas, cuyos esquemas de
conectividad se muestran en la figura 3-21. Estas representaciones se basan en un
estudio similar practicado sobre actinidina (Baker & Drenth, 1987) el cual se incluye
también en la figura 3-21 citada, para su comparacién. Los esquemas de puentes de
hidrégeno definen claramente la extension de cada una de las estructuras
secundarias presentes en las moléculas, y pueden dar una indicaciéon de la clase
estructural a la que pertenece cada proteina. La construccion de esta red de
interacciones fue posible en quimopapaina sélo debido a que se contaba con un
modelo de su estructura tridimensional, en el que pueden definirse los puentes de
hidrégeno de la misma manera en que se efectia sobre una estructura determinada
cristalograficamente. Del andlisis de esta informacion se hace evidente cue la
quimopapaina mantiene el patréon general de doblado presente en las PSV, y ademas
conserva la clasificacién estructural de la familia (o+f, regiones predominantemente
helicoidales y zonas ricas en hojas-f en porciones separadas de la molécula). Es
interesante notar aqui, que la papaina posee un par de cadenas en conformacién de
hoja-f} de menor longitud respecto a las otras PSV (que corresponde a la insercién de
cuatro residuos entre las posiciones 169 y 170 de papaina) y que todas las hojas B

presentes en la familia son antiparalelas.

Respecto al punto del diferente contenido en estructura secundaria y
particularmente a la mayor incidencia de residuos en conformacién helicoidal en
quimopapaina, en la figura 3-22 se presenta el alineamiento de las secuencias de
esta enzima junto con las de la papaina y la proteinasa ) y se sefalan las diferentes
estructuras secundarias presentes en cada proteina. Estas estructuras secundarias
fueron determinadas tanto por el criterio de puentes de hidrégeno como por el de
dngulos @ y Y. Es evidente la gran semejanza en localizacién y extensién de hélices
a y de hojas-f en estas tres proteasas, siendo la Gnica diferencia detectable la
longitud de las dos primeras hélices (A y B). De aqui puede proponerse que el

contenido de estructura secundaria en estas enzimas, no es capaz de explicar
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PAPAINA
PROT.OMEGA
QUIMOPAPAINA

PAPAINA
PROT.OMEGA
QUIMOPAPAINA

PAPAINA
PROT.OMEGA
QUIMOPAPAINA

PAPAINA
PROT.OMEGA
QUIMOPAPAINA

1 A B
IPEYYDWRQKGAVTPVKNQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKIRTGNLNEY SEQELLD
LPENVDWRKKGAVTPVRHQGSCGSCWAFSAVATVEGINKIRT GKLVELSEQELVD
YPQSIDWRAKGAVTPVKNQGACGSCWAFSTIATVEGINKIVIGNLLELSEQELVD

C 2
CDRRSYGCNGGY PwSALQLVAQYGIHYRNTYPYEGVQRYCRSREKGPYAAKTDGY
CERRSHGCKGGYPPYALEYVAKNGIHLRSKYPYKAKQGTCRAKQVGGPIVKTsGY
COKHSYGCKGGYQTTSLOYVANNGVHTSKVYPYQAKQYKCRATDKPGPKVKITGY

2 D 3 E 4

RQVQPYNEGALLYSIANQPYSVVLEAAGKDFOLYRGGIFVGPCGNKVDHAVAAVG
GRVOPNNEGNLLNATAKQPYVSVVVESKGRPFOLYKGGIFEGPCGTKVDHAVTIAVG
KRVPSNCETSFLGALANQPLSVLVEAGGKPFQLYKSGVFDGPCGTKLDHAVTAVG

4 5 6 7
YGPN- - - -YILIRNSWGTGWGENGYIRIKRGTGNSYGVCGLYTSSEYPVKN
YGKSGGKGYILIKNSWGTAWGEKGYIRIKRAPGNSPGVCGLYKSSYYPTKN
YGTSDGKNYITIIKNSWGPNWGEKGYMRLKROSGNSQGTCGVYKSSYYPFKGFA
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110
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Figura 3-22. Estructuras secundarias marcadas sobre las secuencias de aminodcidos de papaina,
proteinasa 2 y quimopapaina. Las hélices o se denotan con letras y las hojas B con

nimeros,




completamente las diferencias observadas en los espectros de dicroismo circular de
las tres proteinas estudiadas. Tales diferencias se presentan principalmente en la
cercania de los 200 nm, donde una sefial que resulta muy evidente en papaina,
desaparece en quimopapaina y ademads, para ésta Gltima, la magnitud relativa de las
sefales cercanas a 210 y 220 nm se encuentra invertida (Fig. 3-23). Por otra parte, al
observar los espectros de dicroismo circular de la bromelaina de tallo (Arroyo-Reyna,
1993), la actinidina (Valle-Guadarrama, 1993) y la ficina (Lépez y Celis, 1993), se
encuentra que todas estas proteasas sulfhidrilicas parecen poseer espectros con
caracteristicas intermedias a las que se presentan en los correspendientes a papaina y

quimopapaina. Estos espectros se incluyen en la figura 3-24, con fines comparativos.

Al intentar dar una interpretacién a lo que aparentemente se trata de una
desaparicién gradual de la sefial de 200 nm en los espectos de dicroismo circular
obtenidos para las PSV en la regién de enlaces peptidicos (180-250 nm), que se
observa en la figura 3-24, y considerando que las estructuras secundarias de esas
enzimas se encuentran ampliamente conservadas (al menos en las estructuras
tridimensionales conocidas), se pensé en atribuir tal desvanecimiento de la sefal de
200 nm a la presencia de algin croméforo no peptidico que hubiese sido obviado en
trabajos previos. Debido a que la cantidad de cadenas laterales con grupos quimicos
aromaticos, especificamente triptofanos, varia sin seguir una tendencia particular al
pasar de una proteina a otra de la familia, se decidié realizar un andlisis comparativo
de la geometria de los tres puentes disulfuro que se encuentran completamente
conservados en las PSV. Esta decisién se tomé en base a lo reportado por Perczel et
al. (1992) acerca de la contribucién de estos elementos estructurales a las sefiales de
dicroismo circular en la regién del ultravioleta lejano, y a los reportes de Casey &
Martin (1972) y Ottnad et al. (1975) quienes encuentran una sefial de signo negativo
alrededor de los 200 nm para compuestos modelo que contienen enlaces disulfuro.
Los resultados de este analisis se presentan en la figura 3-25, donde se aprecian los
valores de los angulos diedros Cp-S-S-C3 de los puentes disulfuro para papaina,
proteinasa €2, actinidina y quimopapaina. Puede notarse que en los cuatro casos, los
valores de los angulos muestran una tendencia suave a cambiar en el mismo orden
en que disminuye la sehal de 200 nm de sus espectros (proteinasa omega seguida
de papaina, actinidina y por Gltimo quimopapaina), lo que hace muy razonable la
asignacion de esa banda en dicroismo circular a la geometria de las tres interacciones

covalentes entre residuos de cisteina en las PSV. Los resultados del analisis anterior
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Figura 3-23. Espectros de dicroismo circular de papaina (a) proteinasa 2 (b) y quimopapaina (c), de

acuerdo con Solis-Mendiola et al. (1990).
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Figura 3-24. Espectros de dicroismo circular para seis PSV en la zona del ultravioleta lejano.
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sugieren a esta familia como un sistema que permitiria estudiar por primera vez, la
influencia de la conformacién de los puentes disulfuro en la espectroscopia de
dicroismo circular en proteinas, en la regién del ultravioleta lejano. Es interesante
sefialar que la orientacion relativa de algunas estructuras secundarias cambia de una
PSV a otra, siguiendo la misma tendencia de las sefiales de dicroismo circular a 200
nm. Esto significa que las posiciones relativas de estructuras secundarias podrian

contribuir significativamente a la forma de los espectros (Fig. 3-26).

También se han realizado estudios de estabilidad sobre papaina y
quimopapaina (Solis-Mendiola et al., 1993) en los que se han identificado variaciones
de los parametros termodindmicos para el proceso de desnaturalizacion térmica en
ambas enzimas. Esto resulta muy llamativo, pues constituye el segundo grupo de
resultados experimentales que apuntan en la direccién de la existencia de diferencias
estructurales entre estas enzimas, a pesar de su cercania filogenética. La
interpretacién de las diferencias observadas, como se mencioné en el primer articulo
citado de estos autores (Solis-Mendiola et al.,, 1992), s6lo seria posible a través de un
estudio estructural topolégico detallado de cada proteina involucrada, y el contar
ahora con un modelo tridimensional de la quimopapaina nos permitira intentar esta
interpretaciéon. De acuerdo con los resultados calorimétricos comparativos entre
quimopapaina y papaina que se obtuvieron en el trabajo de Solis-Mendiola et al. en
el afio de 1993, la quimopapaina presenta una mayor cooperatividad en su proceso
de desnatruralizacion térmica, un menor cambio en su capacidad calorifica durante la

transicion, y una mayor entalpia de interaccién entre sus dominios estructurales.

En relacién a la mayor cooperatividad en el proceso de desnaturalizacién
térmica de quimopapaina respecto a papaina, Solis-Mendiola et a/., (1993) proponen
la existencia de una mayor interaccién entre los dominios estructurales de la primera
de estas enzimas; de acuerdo con un mecanismo de desnaturalizacion planteado y
desarrollado por ellos mismos. La interpretaciéon estructural de esta conclusién,
derivada de los datos experimentales, fue hecha en el presente trabajo a través de la
estimacion de la cantidad de interacciones interdominio y de su energia
correspondiente, mediante el empleo de las coordenadas espaciales atémicas de la
estructura cristalografica de la papaina y del modelo obtenido para la quimopapaina.
Las interacciones interdominio consideradas aqui, se refirieron a los puentes de

hidrégeno entre diferentes grupos de la cadena polipeptidica y entre moléculas de
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agua que se enlazaban directamente con d&tomos de ambos dominios en la proteina.
Otras interacciones interdominio consideradas fueron los contactos van der Waals y
las fuerzas electrostaticas (que incluyen puentes salinos). La Tabla 3-VI muestra
comparativamente el numero de puentes de hidrégeno y puentes salinos
interdominio para quimopapaina y papaina. Se observa que existe un namero mayor
de interacciones de ambos tipos para el caso del modelo de la quimopapaina, donde
la mayor contribucién es debida a los puentes de hidrégeno entre cadenas laterales.
Es interesante notar que en el caso de esta Ultima proteasa se encontraron dos
puentes salinos entre grupos quimicos de dominios diferentes, mientras que para la

papaina no se detecta este tipo de interacciones.

TABLA 3-VI
Niumero de interacciones interdominio.
PAPAINA QUIMOPAPAiNA
PUENTES DE HIDROGENO
Entre atomos de la cadena principal 5 5
Entre atomos de cadenas laterales 2 7
Entre cadena lateral y principal 5 4
TOTALES 12 16
PUENTES SALINOS 0] 2

Cabe resaltar que el nimero de interacciones considerado en la Tabla 3-VI, no
es necesariamente un reflejo de la energia de atraccion entre los dominios
estructurales, pero aln en caso afimativo, existiria la participacién adicional de las
interacciones van der Waals, cuyo nimero es dificil estimar. Por esta razén se
presenta en la Tabla 3-VII la contribucién de cada tipo de interaccién a la energia
potencial total de la regién interdominio. Es importante sefialar que en estos céalculos
se utilizd6 el mismo campo de fuerzas empleado para el modelado de la
quimopapaina, y puesto que cada campo tiene su parametrizacién particular, fue
necesario relajar la estructura cristalografica de la papaina mediante el programa
BIOGRAF para que los resultados fuesen comparables. En esta tabla se anotan las

estimaciones energéticas realizadas sobre la papaina antes y después de la relajacion.
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TABLA 3-VII

Energia de interaccion interdominio.

Papaina Papaina Quimopanaina
Cristalografica Minimizada pap
Tipo de Interaccién
(kcal/mol)
Van der Waals -101.71 -132.81 -106.62
Electrostatica -54.42 +12.40 -94.23
Puentes de Hidrégeno -63.99 -15.39 -107.73
Energia Fotencial 2%9.28 -75.80 -309.57
Interdominio Total

Es muy interesante notar en esta tabla que los dominios de la quimopapaina se
encuentran mas firmemente unidos entre si que en el caso de la papaina (tanto
cristalografica como minimizada), a juzgar por la menor energia potencial

interdominio total encontrada aqui (mayor valor absoluto).

En la Fig. 3-27 se ha senalado, sobre las secuencias de papaina y
quimopapaina, la posicién de los residuos que intervienen en la formacién de los
puentes de hidrégeno interdominio, a que se refiere la Tabla 3-VI. Es notable el
papel protagénico que desempenan el W7 en ambas enzimas, asi como la S29 en
papaina y la Q19, Y166, y S180 en quimopapaina, ya que intervienen en mas de
un tipo de interaccién interdominio a la vez. Por otra parte, en la Tabla 3-VIII se
enlistan las moléculas de agua que enlazan a los dominios estructurales en las
enzimas estudiadas. Estas moléculas de agua son tanto las determinadas
cristalograficamente en el caso de la papaina, como las presentes en la estructura
que sirvio de base en la construccion del modelo de la quimopapaina y que
permanecieron después de las multiples etapas de minimizacién y dindmica
molecular. Dado que en solucién, ambas proteinas podrian tener un mayor nimero
de moléculas de agua que interaccionaran simultaneamente con los dos dominios

estructurales, debe tomarse con cautela el hecho de que exista un nimero mayor de
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QUIMOPAPATNA YPQSEDQRAKGAVTPVKNQGACGSCWAFSTIATVEGINKI 40
PAPAINA IPEYXDQRQKGAVTPVENQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKI 40
QUIMOPAPAfNA VITGNLLELSEQELVDCDKHSYGCKGGYQTTSLQYVANNGV 80
PAPAINA RTGNLNEYSEQELLDCDRRSYGCNGGYPWSALQLVAQYGI 80
QUIMOPAPAiNA HTSKVYPYQAKQYKCRATDKPGPKVEITGYKRVPSNCETS 120
pAPATINA HYRNTYPYEGVQRYCRSREKGPYAAKTDGVRQVQPYNEGA 120
QUIMOPAPAfNA FLGALANQPLSVLVEAGGKPFQLYKSGVFDGPCGTKLDHA 160
PAPAINA LLYS JANQPVSVVLEAAGKDFQLYRGGIFVGPCGNKVDHA 160
QUIMOPAPAINA VTAXGIGTSDGKNYIIIKN;WGPNWGEKGYMRLKRQSGNS 200
PAPAINA VAAZGLGPN————YILIKNEWETGWGENGYIRIKRGTGNS 196
QUIMOPAPAfNA QGTCGVYKSSYYPFKGFé 218

PAPAINA YGVCGLYTSSFYPVKN 212

Figura 3-27. Comparacién de los residuos involucrados en la formacién de puentes de hidrogeno

interdominio en quimopapaina y papaina. Se utilizaron las siguientes convenciones para
distinguir los diferentes tipos de puentes de hidrégeno: entre cadena principal, subrayado;

entre cadenas laterales, negritas; y mixtos, itdlicas,




estos puentes de agua en quimopapaina, como era de esperarse segun los

resultados experimentales.

TABLA 3-Vill
Moléculas de agua del interdominio en papaina y quimopapaina.

PAPAINA QUIMOPAPAINA
Dominio 1 Agua Dominio 2 Dominio 1 Agua Dominio2
EBO 203—307 K174 sS4 2186 Tes, Y174
T35 505 28, P129 54 219 Y166, Y174
E25, K17 506—307 K174 V13 204 Y120
ES0 306—307 K174 P15, E3D 225 K17&
E3D 207 K174 G666 2895229 K157
K17 208 N175 G666 2695230 D15&
F2&8 2286—306 N175 Q& 241 5131
F28 5256315 K174 V16 2515247 Y120
L72 220 G109, TIO7 Vio 251250 K1&6&
E3 522 R191 R& 253 E187
Va5 392—3240 5205 R& 253 3054 E187
G20 A00—343 W177 QBs 2586—274 Y21
R4 5395353 Q28 Q& 2586—326 5208
R4 4AG—P53 Q28 V13 264—221 Y190
V16 SH2—-52561 N1&4- V13, 54 2055219 Y166,Y174
Do 564—360 Y170 E3D, A2 267 K178
RE 370264 E185 Te9 276 YO
RE 370 E183 T69 275276 Y110
R& 482370 E1635 153 264 F129, N12&
Kioce 372 K211 N1& 286 W161
Wo9 H2—-390 5205 T42 292 G216
R41 2595452 K211, N212 G20, N1& 2025266 W18
Y35 3925355 Y166 N1& 212 N1&4
Q3 54 Tes
Y1 242 ENG

Los resultados para la regién interdominio de papaina y quimopapaina que
son mostrados en las Tablas 3-VI a 3-VIII (nimero de interacciones, energia

potencial y puentes de agua), indican que los dominios estructurales tienen una

44




mayor interaccién en quimopapaina que en la papaina, como se esperaba de los

resultados calorimétricos mencionados previamente.

Para continuar con la utilizacién del modelo de quimopapaina en la
interpretacién  estructural de la informacién  termodindmica  obtenida
experimentalmente por Solis-Mendiola et al, (1993), se emplearon las ideas
propuestas por Privalov (1979) respecto a la correlacion lineal positiva entre el
cambio en la capacidad calorifica (ACp) de una solucién de proteina, inducido por su
desnaturalizacién, y la cantidad de contactos hidrofébicos en la estructura nativa.
Para ello se determinaron las densidades moleculares en papaina y quimopapaina,
las cuales se presentan en la Tabla 3-IX, y donde se aprecia una densidad mayor en
cada uno de los dominios estructurales para el caso de la papaina, como seria de
esperar para un nimero mas alto de contactos hidrofébicos en esa enzima,

responsables de un mayor ACp.

TABLA 3-1X
Propiedades fisicas por dominio.
Volumen Superficie Masa molar Densidad
(A%) (A%) (g/mol) (g/cm®)

PAPAINA
Dominiol (1-107) 100986.6 10737.0 12050 1.9621
Dominio 2 (108-212) 24259 10077.6 1295 1.990%
QUIMOPAPAINA
Dominio 1 (1-107) 2626.0 10762.2 1703 1.9784
Dominio2 (108-218) 10115.9 1092.7 1972 1.9659

Una nueva interpretaciéon del cambio en la capacidad calorifica debido al
proceso de desnaturalizacion térmica en proteinas, ha sido propuesta por Murphy et
al. (1992) y Spolar et al. (1992), quienes encontraron que el ACp es directamente
proporcional al incremento del area hidrofébica accesible al disolvente (AAhf)
generada por el desplegamiento de la cadena polipeptidica segun la siguiente
expresion:
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ACp = 0.24 AAhf (26)

Al calcular el AAhf para papaina y quimopapaina, se obtuvieron valores
de 12,393.7 y 11,625.8 A?, respectivamente. A partir de estos datos y con la
ecuacion (26), se encontraron los valores de ACp para ambas proteinas cque se anotan
en la Tabla 3-X.

TABLA 3-X
Valores de AC,, tedrico y calorimétrico.
PAPAINA QUIMOPAPAINA
Valor Estimado (kcal/mol K) 2.0+0.37 2.6+ 0.35
Valor Experimental (kcal/mol K) 23 +045 2.5+ 050

Como se observa, los resultados teéricos y calorimétricos coinciden razonablemente
bien, dentro del error experimental estimado. La discrepancia entre estos dos grupos
de valores, es quiza debida a la orientacién particular de las cadenas laterales

superficiales de estas moléculas, en los conférmeros utilizados para estimar el AAhf.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES

Uno de los objetivos mas importantes en el estudio de proteinas, es el poder
asignar una estructura tridimensional precisa a cualquier secuencia de aminoacidos
particular. Como se ha mencionado, actualmente se realizan grandes esfuerzos para
incrementar las bases de datos de estructuras tridimensionales de proteinas a traves
de técnicas experimentales como la difraccién de rayos X y RMN, pero en muchas
ocasiones, la naturaleza de las macromoléculas hace impracticable la utilizacion de
los métodos experimentales mencionados. Una alternativa viable que ha mostrado
ser exitosa en la determinacién de estructuras tridimensionales es la simulacion o
modelado molecular, el cual ha tenido un creciente impacto en la comunidad sélo en
afios recientes debido a la asequibilidad de procesadores mas veloces y de mayor
capacidad.

Es importante mencionar que cualquier modelo tridimensional de una
proteina representa por si mismo soélo una propuesta estructural y no debe
considerarse completamente equivalente a la geometria real de la molécula
modelada, a menos que demuestre ampliamente la validez del modelo. En este
trabajo se propone un arreglo tridimensional con detalle atémico de un integrante
de la familia de las proteasas sulfhidrilicas vegetales, la quimopapaina. Este modelo
fue sometido a dos criterios de evaluacion geomeétrica independientes: la aplicacion
de las pautas utilizadas para aceptar estructuras cristalograficas de alta resolucién en
el Banco de Datos Cristalograficos de Proteinas, y la comparacion con informacion
experimental publicada por diferentes autores que se relaciona directa o
indirectamente con la estructura tridimensional de esta proteasa. De acuerdo con los
resultados del analisis geométrico practicado, el modelo de la quimopapaina
obtenido en este trabajo cumplié satisfactoriamente los requerimientos estructurales
impuestos por ambos criterios. Cabe sefalar que el criterio de calidad estereoquimica
empleado en este trabajo, es muy estricto y, aln ciertas estructuras cristalinas de
proteinas que se encuentran accesibles en el Banco de Datos, no logran cumplir los
estandares. Por otra parte, es importante mencionar que en este primer modelado
molecular de la quimopapaina nunca se incluyeron restricciones sobre la geometria
inicial, que condujeran a la estructura a cumplir con las observaciones experimentales

que sobre la arquitectura de las proteasas sulfhidrilicas vegetales se dispone.




Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten afirmar que el
objetivo de proponer un modelo tridimensional para la quimopapaina, que contara
con la calidad suficiente para ser empleado como una estructura méas en la familia de
las PSV, fue convenientemente alcanzado. En una segunda etapa, el modelo de la
quimopapaina fue utilizado para realizar una revisién comparativa con los demas
miembros de la familia caraterizados y posteriormente se le emple6é en la
interpretacién a nivel molecular de algunos resultados calorimeétricos y

espectroscopicos.

En la interpretacion estructural de los resultados espectroscopicos de
dicroismo circular sobre los miembros de la familia de las PSV, se proponen en este
trabajo dos posibles explicaciones a las inesperadas diferencias observadas en los
espectros de estas proteasas de gran homologia en secuencia de aminoacidos. Una
de las interpretaciones involucra el cambio simultaneo y gradual en la geometria de
los tres enlaces disulfuro presentes en cada una de estas proteasas. La otra
explicacion esta relacionada con el cambio paulatino en la orientacion relativa de las
estructuras secundarias practicamente invariantes en esta familia de enzimas
vegetales. Aunque las dos exégesis por separado podrian explicar el efecto en los
espectros de dicroismo circular, también es posible que la combinacién de estas dos
interpretaciones fuese compatible con wuna explicaciébn mas general, que
correlacionara una distorsion global progresiva de las estructuras con los cambios
espectroscépicos. Esto significa que las modificaciones en la geometria de los
enlaces disulfuro y en las interacciones entre estructuras secundarias, podrian ser sélo
consecuencia de tal distorsion generalizada y no la causa per se que generara las
diferencias en la forma de los espectros de dicroismo circular. Para poder discriminar
de entre los posibles origenes de las disparidades espectroscopicas se requiere de
mayor informacién, por lo que en lo sucesivo se analizard con particular atencién la
incidencia de croméforos no convencionales en las estructuras tridimensionales de
estas proteinas, que pudieran ser responsables de la apariciéon de sefales en la regiéon

del ultravioleta lejano en dicroismo circular.

Con relaciéon a la aplicaciéon del modelo propuesto para interpretar la
informacién calorimétrica sobre papaina y quimopapaina, el hecho mas notable es,
quiza, la explicacion molecular sobre la diferente cooperatividad en el proceso de
alteracion estructural inducida térmicamente en estas proteinas. Segun el mecanismo

propuesto para la desnaturalizacién de ambas enzimas, las interacciones entre sus
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dominios estructurales juegan un papel determinante en la cooperatividad del
fenémeno, debiendo ser mayores para el caso de la quimopapaina. Al analizar las
regiones interdominio en la estructura de la papaina y las correspondientes en el
modelo, se encuentra que bajo todos los criterios empleados aqui, (puentes de
hidrégeno, puentes salinos, energia de interaccién no covalente y puentes de agua)
el modelo de la quimopapaina resulta ser congruente con el mecanismo de
desnaturalizacién mencionado y que fue sugerido por otros autores (Solis-Mendiola
et al., 1992).

Por otro lado, de la estimacién del cambio en el area hidrofébica expuesta al
solvente causada por la desnaturalizaciéon térmica en papaina y quimopapaina, se
logré estimar en este trabajo el ACp para ambas proteasas con resultados
comparables, dentro del error experimental, con los valores determinados
calorimétricamente. Estos resultados corroboran las ideas sugeridas por Murphy et a/.
(1992) y Spolar et al. (1992), relativas a la dependencia lineal entre los cambios de
area hidrofébica expuesta con la capacidad calorifica de las moléculas al sufrir la
pérdida de la estructura nativa. Un trabajo futuro interesante podria ser la inclusién
del cambio en el area polar o hidrofilica, inducida por la desnaturalizacién, en la
estimacién del ACp como lo han sugerido los autores arriba mencionados, y también
podria ser de utilidad el emplear diferentes conférmeros de las dos proteinas
estudiadas y observar la influencia que esto tenga en los valores del parametro

termodinamico mencionado.

Dentro de las perspectivas para continuar con la linea de investigaciéon del
modelado molecular de proteinas, en el Area de Biofisicoquimica se pretende
emplear estrategias mas sofisticadas en la simulacién estructural que comprenden
entre otras: la inclusién explicita de moléculas de disolvente, el analisis de las
trayectorias obtenidas en la dindmica molecular, simulaciones mas prolongadas en el
tiempo, uso de las técnicas de recocido y templado para un mejor muestreo del
espacio conformacional y uso de nuevos algoritmos para construir las
conformaciones iniciales que sirven de molde a la molécula de estructura
tridimensional desconocida. Todo esto con la finalidad de obtener estructuras que
reflejen mas fielmente los detalles geométricos que establecen las diferencias entre la

estabilidad y la funcién de moléculas tan complicadamente precisas como son las
proteinas.
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