B 154

Conclusién

Quinta Parte

Resulta fascinante pensar en la posibilidad de disenar proteinas con actividades bioldgicas
nuevas. Esto podria hacerse usando, como andamios, el esqueleto de proteinas conocidas y,
mds ambiciosamente, disefiando proteinas de novo.

En ambos casos, como buenos disenadores o ingenieros necesitarfamos conocer las bases
de la estabilidad proteica desde un punto de vista estructural y, también, las bases quimicas
y fisicas de la funcién biolégica que queremos que la proteina en cuestién cumpla. En el se-
gundo caso, necesitamos, ademds, conocer el cédigo que permite predecir una estructura a
partir de una secuencia de aminodcidos determinada.

De cualquiera de las dos maneras serd un requisito bésico para el disefiador conocer la estruc-
tura tridimensional para realizar la ingenierfa de la nueva funcién. Los grupos quimicos que la
desempenen deberdn estar ubicados y orientados en el espacio con una precision absoluta.

Sin embargo, podemos mencionar al-
gunas generalidades. Hemos visto que
existen familias de proteinas y que, los
miembros de estas familias, tienen se-
cuencias homdlogas. Estos homélogos
(que cuentan con un porcentaje de la se-
cuencias conservada) tienen similitud en
sus secuencias, similitud en su estructura
y muchas veces en su funcién, Por lo ge-
neral los residuos que suelen conservarse
entre proteinas homélogas son residuos
del corazdn de la proteina pero, también,
se conservan los relacionados con la fun-
cién, si es que estos homologos cumplen similar funcién biolégica (ver Figura 5-1)

En muchos casos, sin embargo, un mismo plegado puede estar asociado con funciones
proteicas bien distintas (Figura 5-2).

Por esto, es muy riesgoso extraer conclusiones apresuradas acerca de los motivos por los
cuales un residuo se ha conservado a lo largo de la evolucién biolégica de una secuencia.

Conclusién
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Figura 5-1. Conservacion del sitio activo WCGPC en las tiorredoxinas. Para este ejemplo se utilizé la base de datos de se-
cuencias homdlogas ConSurf. Se obtuvieron 50 homdlogos. Puede verse que coexisten en la secuencia regiones menos conser-
vadas, particularmente, en los extremos N y C-terminales y que ciertos bloques de residuos apolares se conservan (por ejemplo
aminodcidos 22-25 y 78- 81); estos residuos apolares corresponden a residuos del corazén de la proteina. El alineamiento
de estructuras primarias fue realizado con el programa de libre acceso ClustalX.
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s Figura 5-2. Comparacion de las estructuras primaria y terciaria de dos
o proteinas homélogas, evolutivamente distantes.

\C J

LAS PROTEINAS

155 S
|



I 156

Una pregunta muy importante que po-
demos hacernos es si dada una secuencia
podemos, aunque mds no sea, predecir qué
estructura secundaria adoptarfa. La res-
puesta es que, si. Por lo general podemos.

En la actualidad existen numerosos mé-
todos para hacerlo. Los mds precisos utili-
zan simultineamente varios tipos de
informacién:

a. Puntual. Examina la tendencia de cada residuo en particular. De qué aminodcido
se trata y cudl es la probabilidad de encontrarlo, formando parte de tal o cual elemento de
estructura secundaria en las proteinas conocidas.

b. Local. Examina qué probabilidad hay de encontrarlo formando parte de tal o cual
elemento dado su entorno inmediato, por ejemplo si estd rodeado por residuos muy pro-
pensos a formar hélice o, por el contrario no lo estd.

c. Evolutiva. Examinan en las secuencias homdlogas disponibles en las bases de datos
qué residuos ocupan esa posicién y las vecinas.

Claramente, contar con una buena prediccién de la estructura secundaria es un gran
avance. Sin embargo,

¢Cémo interaccionan entre si estos elementos de estructura secundaria, qué disposicién
adoptan en el espacio?

Si existe por lo menos una proteina homéloga con estructura tridimensional conocida po-
driamos montar nuestra secuencia sobre la estructura e intentar construir un modelo, aunque
sea parcial, de la estructura de la proteina de interés.

Sin embargo tendremos un problema
grave cuando no encontremos un ho-
moélogo que permitan construir un mo-
delo confiable. En estos casos podemos
recurrir a otro tipo de modelado. El
modelado @b initio (desde el principio, aplicando primeros principios). Este tipo de
modelado se basa en que gran parte de la informacién para la estructura 3D estaria lo-
calmente codificada. Esto quiere decir que cada pequefio fragmento de la proteina
puede modelarse en base a bibliotecas de fragmentos existentes y, teniendo en cuenta
predicciones de estructura secundaria, predicciones de accesibilidad a solvente, restric-
ciones conformacionales, propias de las distintas cadenas laterales podriamos construir
un modelo sin contar con la estructura de una proteina homdloga. Los resultados que
se han obtenido son exitosos, s6lo, parcialmente. Y se hace muy complicada la imple-
mentacién de este tipo de metodologia en forma rutinaria a pesar de que existen en la
actualidad varios servidores funcionando. En definitiva todavia no es posible predecir
la estructura de una proteina a partir de su secuencia si no contamos con un homélogo
de estructura conocida.

Conclusién



Existen algunos problemas que complican ain mis las cosas:

a. Existen proteinas con secuencias muy diferentes (por debajo del limite de de
teccién de homélogos) de aminodcidos con estructuras tridimensionales pricti
camente superponibles.

b. Existen proteinas con secuencias muy similares pero que poseen estructuras muy diferentes.
c. Existen proteinas naturalmente desestructuradas.

Este tltimo punto es sumamente importante porque, en la actualidad, se piensa que nu-
merosas familias de proteinas podrian caer en este rango de la clasificacién. La caracterizacién
estructural de este tipo de macromoléculas es sumamente compleja, justamente, por la pre-
sencia del alto grado de desorden interno que poseen y las dificultades que esto trae aparejado
en relacién a los requerimientos que una proteina debe cumplir para poder hacer cristalo-
grafia de rayos X y NMR. En este caso estamos frente a un nuevo desafio:

¢Cémo estudiar proteinas desorganizadas?

Encontrar el cédigo para el plegado parece ser una tarea complicada, sin embargo, la
informacién requerida para que cada
una de estas macromoléculas adopte
una conformacién tridimensional espe-
cifica estd contenida en la secuencia de
aminodcidos.

La funcién biolégica en realidad, de-
pende no sélo de una proteina sino de
una intrincada red de miles de proteinas
que deben plegarse correctamente. Por
lo general las proteinas adquieren la es-
tructura correcta. Sin embargo existe
una gran variedad de enfermedades que se caracterizan por la presencia de defectos de
plegado; en una parte importante de los casos, estos desérdenes resultan de la acumula-
cién de proteinas en forma de depdsitos
en los tejidos como consecuencia de la
agregacion proteica aparentemente irre-
versible.

Estos procesos son, en su conjunto,
enormemente téxicos para el organismo e
inductores de procesos de muerte celular.

La conformacién incorrectamente ple-
gada, usualmente, contiene ldminas 3
organizadas en un arreglo multimérico
que tienden, naturalmente, a asociarse y
estabilizarse mediante interacciones in-
termoleculares.

Existen mutaciones en los genes que codifican a estas proteinas que producen formas he-
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reditarias y muy graves de estas enfermedades. Por otro lado, en el caso particular de las en-
cefalopatias espongiformes transmisibles pudo demostrarse que la enfermedad puede trans-
mitirse a través de mecanismos de cambio conformacional y agregacién que involucran
agentes proteicos infectivos capaces de modular la conformacién de proteinas propias del
organismo que es infectado.

Hasta hace unos pocos anos era impen-
sado que una proteina pudiera estar invo-
lucrada como unico agente infeccioso en
procesos infectivos. Ahora comenzamos a
conocer partes de un mecanismo, suma-
mente, intrigante en el que, efectivamente,
el agente infeccioso es una proteina inco-
rrectamente plegada. Las encefalopatia es-
pongiformes afectan tanto a animales
como a humanos y se caracterizan por pro-
ducir muerte neuronal (por lo que se las
llaman enfermedades neurodegenerativas)
y acumulacién de una proteina llamada
prion (PrP) incorrectamente plegada lla-
mada PrP_en el sistema nervioso central.

Aunque el mecanismo preciso a nivel
molecular de conversién de PrPc, la con-
formacién correcta en la conformacién
PrP,. no se conoce, las evidencias indi-
can que PrP_ es un oligémero que actiia como semilla para unir a la PrPc y catalizar el
cambio conformacional a la forma incorrectamente plegada mediante la incorporacién
al multimero creciente (Figura 5-3).

En esta breve lista se enumeran las evidencias que avalan la hipétesis del cambio confor-
macional de la proteina prion.

En la actualidad se piensa que muchas proteinas tienen la capacidad de funcionar
como priones y que, como se menciond, las formas infectivas difieren de las no infec-
tivas, Gnicamente, en su estructura tridimensional. Sin embargo hasta, recientemente,
no disponiamos de estructuras del estado de fibra que, como también se menciond,
muy probablemente sea infeccioso.Por técnicas de resonancia magnética nuclear
(NMR) a fines del afio 2008 se estudié un dominio de la proteina HET-S que posee
propiedades de prion y se obtuvieron las primeras estructuras de este tipo de confor-
maciones (Christian Wasmer y colaboradores Science 14 March 2008: Vol. 319. no.
5869, pp. 1523 — 1526). Los resultados de estos experimentos muestran la existencia
de un alto contenido de estructura P y a las subunidades dispuestas en forma de sole-
noide. En este caso el modelo experimental permite inferir cémo interaccionan las su-
bunidades entre si para formar estructuras con forma de fibrilla (ver Figura 5-4).

Conclusién
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E Figura 5-3. Esquema del mecanismo de replicacién del prion infectivo (panel
s superior) y modelo de semilla para la formacion de fibrillas (panel inferior).
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Figura 5-4. Propagacion en la fibrilla de la limina B intramolecular en forma de solenoide
(PDB 2RNM). Modelo de la estructura de la fibrilla obtenido por técnicas de NMR. )

Propagacién de la lamina
B intermolecular

Una subunidad

Fibrilla

Desgraciadamente, en la actualidad, no podemos decir que
contamos con las soluciones y curas para estas y tantas otras en-
fermedades, sin embargo, el estudio estructural muy probable-
mente, permitird comprender las bases moleculares de los
mecanismos de cambio conformacional y tal vez, con suerte la
elaboracién de soluciones.

Conclusién
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