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RESUMEN

En el presente trabajo se llevé a cabo un analisis de las relaciones evolutivas
de los inhibidores de proteasas serinicas (serpinas). [niciaimente se
construyé un alineamiento estructural a partir de 29 secuencias de miembros
del grupo que contaban con coordenadas cristalograficas descritas, el cual
funcioné como un alineamiento base, para construir un segundo alineamiento
con un enfoque estructural; ambos alineamientos mostraron la formaciéon de 7
grupos funcionales y/o estructurales. Posteriormente se llevaron a cabo
calculos de mapas de isopotencial electrostatico del asa del centro reactivo
de las serpinas, en su forma cortada y no-cortada, con lo cual se ponderaron
los diferentes alineamientos, haciéndose mas compactos los grupos

estructurales .

Uno de los puntos relevantes del arbol filogenético final, es que sus ramas
agruparon a proteinas gue se encontraron relacionadas entre si
funcionalmente, de esta manera la topologia pudo explicarse en términos de

una diversificacion funcional de esta superfamilia de proteinas.
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GLOSARIO

Alineamiento.-Proceso matemanco mediante el cual cada aminodcido eén una secuencia es
comparado contra los aminodeidos de otra u otras, basado en unaz matriz de simihitud (Sene de
Blosum, Serie de PAMN),

Alineamiento Estructural- Procedimiento que encuentra ios ammodcidos de una secuencia que
se encuentran cerca de la secuencia de referencia, respetando Ias regiones de estructura secundara.

Arbol Filogenético.- Estructura matemétca que se utiliza para modelar la hustoria evolutiva de
organismos, grupos v/o secuencias, Este patrdn actual de las relaciones histéricas es la filogema
del grupo con el cual tratamos e interpretamos.

Blast®..- (Basic Local Alignment Search Tool) es un conjunto de programas de bisqueda,
designados para explorar en todas la bases de datos disponibles de ADN o proteinas, secuencias
similares para una proteina o region de ADN determinados, Utlhiza un algoritmo euristico capaz de
detectar stmihtud entre Jas secuencias que comparten regiones aisladas de sumilitud. {Altschul et al,,
19903. hutpr/ /www.ncbinimanih.gov/BLAST/

Bootstrap.- Método para medir el error de muestreo, este consiste en tomar muluples muestras
de la poblacion en esmudio ¥ comparar los estimados obtenidos en las muluples muestras. La
dispersion de estos estimados son un indicador de error de muestreo, esto €s, que tanto variarian
nuestras conclusiones dependiendo de la muestra que romemos.

Cladograma.- Es el més bisico de los arboles, es este se muestran los grupos v las relaciones
relativa de ancestria comin compartda por la secuencias.

Clustalw.- Es un programa para el analisis de secuencias, ya sea de proteinas o acidos nucleicos,
flevando a cabo almeamientos multiples, asi como célculos de los drboles filogenétcos.

Iterative Magic Fit- Opcién del programa Swisspdb Viewer. Este procedimiento escogerd
automaticamente los mejores pares de carbones o de los aminodcidos equivalentes en las cadenas v
las alineara en un procedimiento mdimensional.. Posteriormente las desviaciones de RMS seran
minimizadas.

Magic Fit- Opadn del programa Swiss Pdb Viewer. Este procedimiento escogera
automaticamente los mejores pares de carbones ¢ de los aminociados equivalentes en las cadenas v
las alineard en un procedimicnto widimenstonal.

Mapas de Isopotencial Electrostatico.- Representacion grifica en forma de malla con valores
positvos v negauvos antagdnicos, que se provecta alrededor de una molécula, la cual representa cl
zleance del potencial electrostatico demvado de 1a Ecuacdn de Poisson Boltzman.

Potencial Electrostatico.- Es la energia potencial por unidad de carga, donde dos objetos
cargados {en este caso aminodados), interactdan unos con otros {de acuerdo con la tercera ley de
Newton) v de esta manera ejercen influencias en el campo electrostatico entre ellas, dando como
resultado una adicién entre las dos. Esta adicién entre las cargas aminoicidos dentro de una
proteina es provectada en la superficie molecular.

NCBI.- Base publica de datos para Ia informacion generada en el Campo de fa Biologia Molecular
establecida en 1988 | enwre sus principales objetivos estd la de crear bases de datos pablhicas, dirigr

vi



la investigacaidn en el campo de la Biologia computacjonal, desarrollar herramientas de software
para el anilisis del Genoma, ademas de proporcionar informacion en la rama de la Biomedicina.
Todo esto para un mejor entendimiento de los procesos moleculares que afectan la salud humana.

NJ Plot.- Es un programa que permite desplegar v modificar drboles filogenédcos. NJplot es
conveniente para enraizar irboles que no presentan rafz que provienen de métodos como
parsimonta & maxima similined.

PDB. - Siglas de la palabra Inglesa Protein Data Bank. Base de datos internacional de
procesamiento y distribucién de eswucturas macromoleculares tridimensionales determinadas
experimentaimente, cuyo sitio web es: http:/ /www.rcsb.org/pdb/

RMS.- Siglas de Ia palabra Inglesa Root Mean Square. Sirven para designar el valor promedio en
angstromS, existente entre los carbones ¢ de un alineamiento estructural. Esta acercamiento sirve
para evaluar s el acoplamiento entre dos moléculas es dptimo.

Swiss pdb Viewer.-

Tree View.- Programa computacional gue permite visualizar arboles filogenéucos con diferentes
formatos como NEXUS, PHYLIP. Henmg86, Clustal'.
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INTRODUCCION

1.- LAS SERPINAS: UNA SUPERFAMILIA DE PROTEINAS

En 1980 Hunt y Dayhoff encontraron una similitud entre a estructura primaria
de la ovoalbumina, la at-antitripsina y la antitrombina humana (Hunt y
Dayhoff.,1980), proponiendo ia existencia de una nueva superfamilia de
proteinas. A partir de este reporte, otras proteinas de la superfamilia fueron
rapidamente identificadas, basandose en la similiiud de su estructura
primaria (Doolitle,1983; Hill ef a/.,1984 ). Un afio mas tarde, en 1985, Carrell
y Travis propusieron el término SERPINA (un acronimo de las palabras
inglesas serine proteinase inhibitor), ya que la mayoria de estas proteinas
describen las propiedades de esta superfamilia como inhibidores de
proteasas serinicas (Carrell y Travis., 1985). Conforme la familia crece, el
nombre se ha vuelto inapropiado, ya que existen serpinas gque no son
inhibidoras (Zou et al.,1994; Steele et al, 1993) e incluso serpinas que
inhiben proteasas cisteinicas (Ray et al,1992 ; Takeda et al., 1995 ), sin

embargo, a la fecha el nombre de serpinas permanece.



2.- PROPIEDADES CARACTERISTICAS DE LAS SERPINAS

Las serpinas difieren de ofras familias de inhibidores de proteasas serinicas,
en que poseen un mecanismo de inhibicion que tiene gque ver con una
profunda modificacidn conformacional, o una transiciéon de S-R (Stressed,
estresada ~ Relaxed, relajada) como parte esencial de su mecanismo de
inhibicion, (Carrell y Owen, 1986; Whisstock et a/.,1998). Otra caracteristica
es que esta familia de proteinas, en contraste con casi todas la proteinas, se
pliega en una forma nativa que es metaestable (Creigton,1992). Lo cual esta
relacionado con la necesidad de presentar un cambio conformacional durante
la inhibicidn con su proteasa afin, ademas de que los compiejos formados
serpina-proteasa son covalentes y por lo tanto irreversibles.

Estas proteinas requieren una insercidén parcial del asa con el centro reactivo
como una hebra-p extra entre las tres hebras [ existentes, para que el
mecanismo de inhibicion opere efectivamente (Gettins ef al., 1993).

Las serpinas se clasifican en tres tipos de acuerdo a los diferentes estados
conformacionales presentes. (Whisstock et al., 1998): (a) en el primero se
agrupan las que se encuentran en forma no cortada o en un estado S
(Stressed), en el cual el asa con el centro reactivo, se encuentra fuera de la
molécula y libre, para interactuar con la proteinasa; (b) al segundo grupo
pertenecen las que se encuentran en un estado cortado o R {Relaxed), en
donde el corte es acompafado por un cambio conformacional en el cual el
asa con el centro reactivo forma una hebra B adicional la que se internaliza
en medio de la hoja A, acompafiada por una pérdida de su actividad
inhibitoria. (¢) el tercero, esta integrado por serpinas que presentan una

2



forma alternativa del estado R no cortado en forma latente, en donde el asa
con el centro reactivo se encuentra parcialmente insertado en la hoja A, con
su cadena polipeptidica intacta. La estructura latente se describiod
inicialmente, en el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), &l
cual puede enfrar espontaneamente en el estado latente (Mottonen et al.,
1992} vy posteriormente, en la antitrombina (Carrell ef al., 1294; Jin et al.,
1997). Se ha propuesto la forma latente en la al-antitripsina (Lomas et
al.,1995) y en la a1-antiquimiotripsina (Chan y Lomas, 1998), pero no existen
estructuras cristalograficas disponibles de este estado conformacional.

(FIGURA 1)

(a)Forma activa o (S) b) Forma latente {c) Forma cortada o (R)
Stressed Relaxed

FIGURA 1 Diagrama esquematico, ilustra las regionss del asa con el centro reactivo (rojo) en
las tres formas de las serpinas. (@) En la forma activa (S) el asa puede interaccionar con su
proteasa afin, los primeros residuos de la serpina formarén una nueva hoja B entre las hebras
B 15y B 5 A (b) Forma latente, esta no se ha descrito estructuralmente, {¢) Como resuitado de
la interaccion con las proteasas, la molécula de serpina resulta cortada (R) en la region del asa
con el centro reactivo en el sitio P1-P1°, dando como resultado una nueva hoja B (C)



3. DISTRIBUCION DE LAS SERPINAS

Las serpinas se han identificado en vertebrados e invertebrados (Salzet et
al.,1999) y su distribucion va desde la proteina Z en la cebada (Brandtt ef al.,
1980), hasta la ovoalbumina de gallina (Hunt y Dayhoff., 1980; Stein et
al.,1980), junto con una gran variedad de serpinas en mamiferos (Huber y
Carrell,1989), en anfibios, insectos (Kanost et al., 1989; Takagi et a/.,1990),
parasitos y en el virus de la viruela; sin embargo, éstas no se han encontrado
en bacterias.

Fisiologicamente, se han encontrado presentes en el plasma, en células
tumorales (Zou et al.,1994), en astrocilos (Abraham ef a/.,1993; Pasternack
et al.,1989), en queratinocitos (Jensen ef a/.,1995) y en lineas celulares
epiteliales de retina (TABLA 2), (Steele ef af., 1993).

Dos de las primeras serpinas que se identificaron, la antitrombina y la a1-
antitripsina, forman parte de un grupo de serpinas humanas que juntas
representan cerca del 10% del total de proteinas presentes en el plasma.
Estas serpinas plasmaticas estan relacionadas en procesos fisioldgicos muy
importantes tales como la coaguiacion, la fibrindlisis, la inflamacidén vy la
respuesta inmune, entre otras, con diferentes patologias asociadas a su

deficiencia (TABLA 1).



TABLA 1. Serpinas plasmaticas humanas, patologias asociadas a su deficiencia

(D) o exceso {E).

UPA, acrosina

quimiotripsina

. Tripsina,
a4-Inhibider de fa Elastasa de
1300 245 elastasa Efisema (D} 45, 46
proteinasa neutréfitos N
pancreatica
o= . o . Alzheimer
250 40 Catepsina G Quimiotripsina 47
Antiquimiotripsina (&?)
) Tripsina, Hemorragia
az-Antiplasmina 49 1.0 Plasmina o . 48
guirmiotripsina (D)
tripsina,
. Trombina, plasming, ofras  Trombosis
Antitrombina 130 23 49
factor Xa proteinasas de (D)
la coagulacion
C1s,C1r, )
o ) tPA, factor Xla, Angiodema
inhibidor de la C1 180 1.7 kalicreina h, 50
quimiotripsina (D)
factor XHa
o Kalicreina Hipo-hiper-
Kallistatina 135 03 L7 . 51
tisular tensidn (4,7)
Cofactaor Ii de ) Quimiotripsina, Trombosis(;
. 80 1.2 Trombina 52
heparina catepsina G, )
Hemorragia
0.000 . (D},
PAI-1 002 tPA, UPA Tripsina 53
4 Trombosis
(E)
<0.00 <710
PAI-2 . 5 tPA, UPA &7 Cancer (7} 20
Proteina C Trombina,
Inhibidor de la
2-5 0.1 activada, tPA, factor Xa, i? 54
Proteina C

Tabla tomada del libro, Serpins: Structure, Function and Biology. Getting, et &/, Chapman y Hall,1993., p 3.




TABLA 2. Distribucion de las serpinas en las diferentes especies

Humanas

a1-Antiquimiotripsina

az-Antiptasmina

ws-Inhibidor de 1a proteasa
Angiotensindgeno

Antitrombina

Inhibidor de la C1

Globulina unidora de corticosteroides (CBG)
Cofactor il de heparina

Kailistatina

Inhibidor de la elastasa de leucocitos
Maspina

Factor pigmentario derivado detf epitelio-1
Factor pigmentario derivado del epitelio-2
Nexina 1

Inhibidor de la proteina C

Antigeno celular de carcinomas escamosos
Globulina unidora de tiroxinas

Otros Mamiferos

as-Inhibidor de la proteasa (mandril, chinchilia,
ardilla, perro, burro, gerbo caballo, cabra,
visdn, gerbo de Mongolia, mono, ratén, cerdo,
conejo, rata, oveja, zarigiieya).
a-Antiquimiotnipsina (vaca, cerdo, cabra ),
Angictensinogeno (vaca, raién, rata, congjo,
oveja)

Antitrombina {vaca, ratén, cerdo, conejo,
oveja).

Inhibidor de la C1 (cobayo, rata).

Proteina unidora de colageno (raton, rata).
Contrapsina (rata, raton).

Globulina unidora de corticosteroides (rata,
conejo, mono).

Cofactor il de heparina {conejo).

Kalistatina (rata).

Inhibidor de la elastasa de leucocitos {caballo,
cerdo).

Peces
as-inhibidor de la proteasa (carpa).

Anfibios
Ep-45 {Xenopus laevis)
Aves

Antitrombina (gallinas)
Ovoalbumina (gallinas, codornices)

Artropodos

a1-Antiguimiotripsina {Bombix mori)

Ala serpin (Manduca sexta)

Serpina (Drosophila melanogaster)

Inhibidor de la coagulacion (Limulus
poliphemus)

Nematodos
Serpinas  {Schistosoma  hematobium, S,
Mansoni, Brugia maiayi}

Plantas

Proteina Z (cebada)

Inhibidor de fa quimiotripsina {trigo)
24,77 (cebada)

Hongos
Globulina unidora de corticosteroides (CBG)

{levaduras)

Virug

crmA

§PI-3 (virus de la vaccinia)
SERP1 (Myxoma virus}

Bacterias
No se han encontrado

Tabla tomada del libro, Serpins: Structure, Function y Biology. Getting, et al. Chapman y Hall,1893., p 4.



4- TAMANO Y COMPOSICION DE 1.AS SERPINAS

Las serpinas poseen un dominio central conservado, de cerca de 360
residuos de aminoacidos, estos representan la regién de homologia
estructural, la cual coniribuye con cerca de 40 kDa del peso iotal. Los
extremos amino y carboxilo (N-C) difieren en extension y, en muchos casos,
existen carbohidratos unidos a sitios no conservados. Las serpinas
presentan un ampiio grado de glicosilacion y, en algunos casos, como en el
inhibidor de la C-1, representa aproximadamente el 40% de la masa total.
(FIGURA 2). Se han reportado otras modificaciones postraduccionales, como
la fosforilacién de dos serinas en la ovoalbimina (Nisbet et al.,1981), o la
sulfatacion de dos tirosinas en el cofactor i de heparina (Hortin et al., 1986).
Estas proteinas son secretadas como precursores, conteniendo una sefal de
corte N-terminal hidrofébica. Algunas serpinas, como el PAI-2 {Inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 2) existe tanto en forma de precursor como
en su forma activa.

La region del sitio reactivo (asa de las serpinas) es homologa en todas las
serpinas; sin embargo, se puede dividir en dos regiones: una con alta
similitud y otra region de baja similitud.

Los sitios con una alta similitud se localizan en la region que comprende los
residuos P15 a P10 (utilizando la nomenclatura de Schechter y Berger para
designar los residuos C-terminal o N-terminal del enlace susceptible a corte),
(Schechter y Berger, 1967), (FIGURA 3). Esta zona estad se considera,
mecanicamente hablando, como crucial para el proceso de insercion;

mientras que la region de baja similitud se encuentra en la zona del asa con
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el sitio reactivo. Estas variaciones en la region P1-P1° dan como resultado

diferencias en la especificidad con su proteinasa afin.

s
v
= —
2 o
2 g § %
& = = ] =
- £ E g ]
- [+ o = 5 - r::
2 = &2 £ 5 2 3
z 2 a ¢ £ £
1 = = - = = & k.3
=] T = 8 = £
= £ - £2 Yoo &
= - ~ - 5 = [~
r by - " X < )
- i & > & = 4 -
x @ ¥ g O =z g E 4
-~y
g
i - 4
£
]
g . B -G
bt - D
. =
3 : 5
- - - #
- T 4 ®
gk °
L =
" . . E
» . 2 =
5 . g O 4
&~
"a . L -
* -
-nﬁb
. [*2
i tn
t .
b £
- do

FIGURA 2. Representacién esquematica de |z estructura primaria de las serpinas para ilustrar
el tamafio v la localizacidén del niicleo proteinico conservado, (core), Los asteriscos muestran
ios giferentes sitios de glicosilacion (*), asi mismo se muestran diferentes modificaciones post-
traduccionales en donde P representa una fosfoserina, y la S representa una tirosina sulfatada.
Para el inhibidor de Ia proteina C, debido a su alta glicosilacion es dificil representar fodos los

sitios en la regidon N-terminal.
Figura tomada del hbro, Serpins: Structure, Function vy Biology. Getlins, ef 8. Chapman y Mali, 1993, p §
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BIT P16 15 P4 P13 PRI PHD PO Y I'f P7 o PS P4 P Pl Pl P Pl By P Red
INHIBITORY SERPINS
o -Antichy ety pin Glu Glu Gly The Gln Al Ser Als Al Thr Ala Val bys He Thr leu Loy Ser Al Leu Val Gle 62
o -Antitrypsin Clu Lys Gly Thr Gie Ab Al Gly Al Mot Phe leu Gilu Al Jle Pro Ma Ser He Pro Pra Gl 63
Antithrombin Glo Glu Gly Ser Gl Al Al Al Sor Thr Al Vil Val lle Al Gly Arg Ser lew Asn Pro Asn 63
o-Antiplasmin Gle Val Gly Vo Glu Ak Aln Al Al Thr Ser He Ala Mo Ser Alg Met Ser Ser Ser Phe 65
Barley Z protein Glo Glu Gly Thr Gl Als Gly Ala Alv The Val Ala Mo Giy Vab Al Ma See Mo Pro Teu Lys 6
Cl-inhihitor Glu Thr Gly Val Glo Ak Ala Al Ala Ser Al Jle Ser Val Al Arg Thr teu feu Val Phe 67
crmA Glu Glu Tyr Tl Gl Al Ala Aln Ala Thr Cys Ala Leu Val Ak Awp Cys Als Ser The Vab OF
ELE) Glu Gl Gy Thr Glu Al Ala Ala Ala Thr Ak Gly Thr He Mot lew Al Mg Pro Gie Gl Ase 69
Heparin cofactor H Glu Glu Gly The Gin Al Thr Thr Val Thr Thr Ak Gly Phe Met Pro Leg See Thr Gln Vil A 70
Kattistatin Asp Gie Gly Thr Glu Aln Ala Ala Al Thr Thr Phe Alr lle Lys Phe Phe Ser Ala Gln The Asn 7}
LICI Glu Giu Gly Thr Ghi Ala Ser Gly He Ser Ser Vil Val Al Gly Vil Arg Ser Gty Tip Lys Arg 72
LICI2 Glu Glu Gly Ser Glu Az Al Al Val Ser Gly Vol Vol Vi Ma lew Lys Ser Al Ser His A T3
Manduca sexta Ala-sempin Glu Glu Gly Ala Glu Ala Ala Ali Ala Asn Ala Phe Gly Tle Val Pro Al Ser lew lle lea The 74
PAL| Glu Ser Gly Thr Val Ala Ser Ser Ser The Ala Vol lle Val Ser Als Arg Met Al Pra Glu filu 75
PAI2 Gle Gle Gly Thr Glu Al Al Al Gly Thre Gly Gly Vo Ma The Gy ag The Gly His Gly Gly 76
Protein C inhibitor Glu Ser Gly Thr Arg Al Ala Aln Al The Gly The lle Phe Thr Phe Arg Ser Ala Arg lew Asan 77
Protcase nexin-1 Gilu Asp Gly Thr Lys Al Ser Al Al Thr Thr Al lle tes lle Al A S Ser Pro P Tip 8
Pl-6 Hu Glu Gly The Glu Ak Ala Al Ak The Al Al Be Mo Mo Ma Arg Cys Ala Arg Phe Val 79
SCCA-1 Glu Gle Gly Al Glu Al Al Ala Ak The Ak Val Val Gly Phe Gly Ser Ser Pro Al Scee Thr 20
SCCA-2 Glu Giu Gty Val Glu Aln Al Als Al Thr Ala Vol Val vVl Phe Gl Eea Ser Ser Pro Ser Thre 20
Schistosome scrpin Ghe Ser Gly le Glu Ala The Thr Vo Thr Ser Pra le Phe Val Pro Phe Ser Al e [l Pro 80

. 3 q

Cwalbumun Glu Al Gly Arg CGlu Vo Vi Gly Ser Ala Glu Al Gly Vil Asp Ala Als Ser Val Ser Gl Glu 8!
CBG Glu Glu Gly Vil Asp The Al Gly Ser Thr Oly Vil Thr Jew Asn beuw Thr Ser bys Pro fle e 82
TBG Glu Lys Gly The Gle Al Al Ala vVal Pro Glu val Glu lew Ser Asp Gln Pre Glu Asn Thr Phe 83
Angiotensinogen () Al Asp Glu Amg Glu Pro Thr Glu Ser Thr Gin Gln len Asn Lys Pro Gly Val fes Glu Vol Thr 4
PEDY Giu Asp Gly Ala Gly Thr The Pro Ser Pro Gly les Gin Pro Al His leu The Phe Pro leu Asp 0

TABLA 8. Alineamiento de la estructura primaria de las asas con el centro

reactivo (RCL), P17-P3". De las serpinas con funcion inhibitoria y de las

carentes de ésta. La nomenclatura del sitio P1-P1°es ia utilizada por Schechter
y Berger.Tabla tomada del libro, Serpins: Structure, Function y Biology. Gettins, ef ai. Chapman y

Hall,1993., p 6.
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ANTECEDENTES

5.- ESTRUCTURA GENICA Y EVOLUCION.

Se conoce que las diferentes serpinas presentes en los mamiferos han
evolucionado a través de la duplicacion de genes y su posterior divergencia,
dando lugar a un gran numero de genes que codifican para diferentes
serpinas, dentro de un mismo organismo. Cada uno de estos genes
codificando para una proteina con una regiéon activa dnica que le confiere
una actividad fisiologica caracteristica (Hill y Hastie.,1987). Al menos siete
estructuras genomicas de las serpinas se han identificado en base al
numero, tamafo y localizacién de los intrones y exones. Las ov-serpins (que
contienen genes caracterizados por el de la ovoalbumina (Woo et &/.,1981),
SCCA (Schneider ef a/.,1995), PAl-2 (Ye et af,, 1989) vy el gen Y (Heilig et
al.,1982). La familia de a-1Pl, contiene o«-1Pl (Leicht et a/,1982), a1l-
antiquimiotripsina (Bao ef al, 1987), CBG (Underhill et &/.,1989) vy el
angiotensinégeno (Jeunemaitre ef a/.,1992); la antitrombina (Prochownik et
al., 1985) ; PAI-1 (Loskutoff et al.,1987); PI-6(Sun et al.,1995); inhibidor de
la C-1 (Bock et al.,1986) y la familia de la az-antiplasmina (Hirosawa et al.,
1988). Existen reportes previos (Richard 1996; Michael Salzet, 1999; James,
2000), en los cuales se analizaron las relaciones existentes en la superfamilia
de serpinas desde un punto de vista filogenético clasico, es decir, mediante
la comparacion de la estructura primaria de las proteinas, la cual es muy
diferente {poco conservada) a lo largo de toda la familia. Sin embargo,
paradéjicamente, la estructura tridimensional de las serpinas es muy

conservada en los diferentes grupos

10



6. CRISTALES DE LAS SERPINAS

La primera estructura tridimensional, obtenida a partir de una estructura
cristalografica de serpina reportada en 1984, fue la del as-inhibidor de ia
proteasa («1-antitripsina), la cual presenta el asa del centro reactivo cortada,
y por lo tanto inactiva {(Loeberman et al.,1984). Seis afios después se reporto
la placalbumina (Wrigth et al,1990) seguida por la ovoalbimina (Stein et
al.,1991), una serpina sin propiedades inhibitorias conocidas. Posteriormente,
aparecieron nuevas estructuras en estado cortado y no cortado (Mourey et
al.,(1990; Baumann ef al.,1991; Baumann et al.,1992; Mourey ef al.,1983),
como es el caso del inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1)
(Mottonen et a/,1992). En 1994 aparecen las primeras estructuras de
serpinas no cortadas con capacidad de inhibicién, la antitrombina y la oq-
antiquimiotripsina (Schreuder ef a/.,1994; Carrell et al., 1994; Wei et al.,
1994). Estas nos han ayudado a entender no sélo la estructura de la familia
de las proteinas; sino también, el mecanismo fisicoquimico de su
funcionamiento y que, a pesar de las diferencias presentes en su estructura
primaria (la cual se utilizé al principio para identificarlas), reflejan una alta
similitud en cuanto a estructura terciaria. Asi mismo, se ha podido visualizar
el cambio estructural que pueden presentar estas proteinas (Stein vy
Chotia.,1991), el cual involucra a la regioén del asa con el centro reactivo y a

dos de las hebras p.
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7.-ESTRUCTURAS CRISTALOGRAFICAS COMPLETAS

A la fecha, se encuentran depositadas en el Protein Data Bank (PDB), las
coordenadas de 27 cristales de serpinas, aunque se espera que esto vaya en
aumento en los proximos afios. El hecho de que hasta ahora solo se hayan
reportadoc  las  coordenadas  cristalograficas de  un complejo
serpina+proteinasa (o 1-antitripsina / tripsina, con el nimero de acceso al
PDB, 1EZX, (Huntington ef al. 2000), podria reflejar la inestabilidad de tales
complejos en el proceso de cristalizacion, lo cual puede afectar directamente
el mantenimiento de una poblacion homogénea de tales complejos durante el
tiempo necesario para su cristalizacién. De hecho, los crisiales utilizados
para la determinacion de la primera estructura de una serpina (o 1-inhibidor
de la proteinasa o a1-antitripsina en su forma cortada) resultaron de un
intento para cristalizar el complejo ol-inhibidor de la proteinasa +
tripsinbgeno. También hay que tomar en cuenta las modificaciones que son
responsables de la micro-heterogeneidad en la poblacion de proteina, lo que
interfiere en la obtencion de los cristales apropiados para la difraccion de
rayos X.

La ovoalbumina fue una de las primeras seipinas en ser cristalizada, con
esta serpina los primeros cristales para la difraccion de rayos X se obtuvieron
cuyo se utilizé una isoforma fosforilada en dos residuos de serina (Stein et al.
1991). Aun aqui, en la celda unitaria se encontraron cuatro moléculas de
ovoalbdmina, cada una con pequefas diferencias en la orientacién del ia

hélice o presente en la region del asa con el centro reactivo.



Gracias a la gran similitud que existe entre las estructuras de las serpinas, ha
sido posible simplificar el analisis de los datos obtenidos en la difraccidén de
rayos X, utiizando métodos de reemplazo molecular, para casi todas las
serpinas analizadas a la fecha, en lugar de la preparaciéon de derivados de

atomos pesados.



8.- EL DOMINIO CENTRAL DE LAS SERPINAS

El dominio central en las serpinas estad muy conservado y contiene los
residuos 21 al 389 (utilizando la numeracién del a1-inhibidor de la proteinasa
o al-antitripsina); éste se compone de tres hojas B y nueve hélices . Las
hojas P se designan con las letras A, By C,ylas hélicesa delaAalal. La
hoja B A abarca la mayoria de los residucs y estd compuesta por 5 hebras
(s1A a la s5A), seguida por la hoja B B, la que posee 6 hebras y la hoja p C.
(figura 4). Existen diferencias significativas en cuanto a la estructura de las
serpinas, pero éstas se relacionan tanto con la conformacion que posee el
asa con el centro reactivo, como con las interacciones con las hebras B A y
C. Estas hojas se encuentran de forma antiparalela con la excepcion notable
de las bandas centrales (s3A y sbA), las cuales se encuentran en forma
paralela en la serpina no cortada, cuyo la serpina entra en contacto con su
proteinasa afin y se lleva a cabo el corte en el sitio P1-P1°, el asa con el

centro reactivo se internaliza como una nueva hebra (s4A), en medio de
estas dos hebras B, quedando de manera antiparalela y, por lo tanto,
estabiliza la nueva hoja por los puentes de hidrogeno formados.

Alrededor de estas hojas B se encuentran varias helices o, esto en conjunto,
da una estructura tipo elipsoidal con dimensiones aproximadas de 70 A x 50

A x50 A, dandonos un volumen aproximado de 1.75 x10% A> .
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FIGURA 4. Diagrama esquematico de la estructura de fa ovoalbimina, fa cual ifustra el plegamiento
tridimensional de las serpinas. La estructura estd compuesta de un cuerpo compacto de tres hojas B
antiparalelas, dencminadas A, B y C. Estas estan rodeadas por hélices o. La cadena polipeptidica esta
coloreada en secciones desde el extremo N-terminal para facilitar el seguimiento de la cadena en el
orden, verde, azul, amarillo, rojo y rosa. La region roja corresponde al asa con el sitio reactivo (aunque en
la ovoalbumina no funciona como tal por poseer una hélice-a). (La numeracién se tomo det libro, del
Introduction to Protein Structure 22 ed, Branden y Tose,1999., p 111)



La estructura nativa de las serpinas es inusual, ya que éstas se pliegan de
manera natural en una forma que es metaestable, este plegamiento se conoce
como estado estresado o conformacion S (stressed).Despues de que ocurre el
corte por la proteasa afin, la serpina se encuentra en un estado
conformacional relajado o R (relaxed), siendo més estable que la estructura
nativa.

Entre las diferencias estructurales presentes en las serpinas, la mas
importante de las conformaciones S-R, es la hoja B A, esta se forma por la
insercion de los residuos del asa con el centro reactivo (Reactive Center
Loop o RCL) como una nueva hebra B denominada hoja 4 A (s4A), la cual
entra entre las hebras s3A y s5A, que son paratelas para formar un complejo
de hojas antiparalelas las que son mas estables. Como resultado de esta

insercion de asa, los residuos P1-P1 se separan 70 A. (figura 1).
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9-MOVILIDAD DEI ASA CON EL CENTRO REACTIVO Y EL
MECANISMO DE INHIBICION DE 1.AS SERPINAS.

La capacidad que posee el asa con el centro reactivo de las serpinas de
asumir diferentes conformaciones, parece ser la parte central del mecanismo
de inhibicion. Para que el asa se pueda unir a su proteasa blanco, esta tiene
que adoptar una conformacién denominada canodnica (figura 5), ya que se
han observado otras conformaciones en el asa que no son adecuadas para
unirse al sitio activo de la proteasa. Dentro del asa de la serpina existe una
region muy conservada en el extremo amino, la cual parece ser muy
importante para el reconocimiento con el centro activo de |a proteasa. Existe
evidencia del comportamiento en mutantes de serpinas, que la insercion de
uno o mas residuos en esta regién, puede afectar o modificar la actividad de
inhibicién presente en las serpinas (Skriver ef al., 1991; Hood et al.,1994;

Hopkins et af 1993; Hopkins y Stone., 1995 ; Stein y Carrell 1995.)

Asas de inhibicién

{vista estereoscopica)

FIGURA 5. Comparacion de seis asas del centro reactivo, que muestran la conformacién
conservada llamada conformacion candnica. Figura tomada del libro, Serpins:
Chemistry and Biology of Serpins. Rank Church, et al. Advances in Experimental
Medicine and Biology.1997., Vol 425. p 6.



La region del asa con el centro reactivo involucrada en la insercion, contiene
los residuos Pyg - P1s, vy se ie conoce como region de bisagra. Estos residuos
participan en el movimienio de fa hebra BA, ayudando al resto del asa con €l
centro reactivo a adoptar la conformacion final de ta misma. La secuencia de
la region bisagra es altamente conservada en las serpinas que presentan
capacidad de inhibicidn, sus residuos de aminoacidos poseen peguenas
cadenas iaterales, observandose que mutaciones puntuaies en esta zona,
disminuyen la formacion de complejos estables de serpina-proteasa (tabla 8).
Despues de la formacién inicial del complejo de Michaelis (El), este puede
dar lugar a un rearregio conformacional para dar lugar a la formacién de un
complejo inhibitorio final EI*, el cual decae lentamente y se descompone
dando lugar tanto a la serpina cortada como a la enzima activa con una
constante de K5. La segunda opcién es de que ocurra una deacilacion
hidrolitica para dar lugar a la serpina cortada (I) y la enzima activa (E).
(figura 6). Aungue el compiejo estable podria disociarse lentamente para dar
lugar a la serpina cortada (I°). (Cooperman, et a/.,1993; Patston, et a/., 1991).
Las constantes mas importantes del mecanismo de inhibicién irreversible son
la constante de formacion de un complejo estable (k) y la de estequiometria

de inhibicion (SI).
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FIGURA 6. Esquema de la reaccién minima cinética de |a serpina | con la proteasa afin E,
para la formacion de un complejo estable y covalente EI*. Se muestra ia formacion inicial del
complejo no covalente de Michaelis El, ei cual es seguido por la acilacion de la enzima para
formar el complejo inicial acil-enzima [Ei]. £l complejo intermedio [El], puede dar lugar a un
rearregio conformacional para dar iugar a la formacion de un complegjo inhibitorio final EI™, el
cual decae lentamente y se descompone dando lugar tanto a la serpina cortada como a la
enzima activa con una constante de K5. La segunda opcidon es de que ocurra una
deacilacion hidrolitica para dar lugar a la serpina cortada (I') v la enzima activa (E). Se
muestra en lineas negras la reaccion y en punieadas las posibles rutas alternas,

La estequiometria de inhibicién (SI), es el nimero de moléculas de serpina
requeridas para inhibir una molécula de proteasa; esto se determina por las
proporciones relativas de las dos rutas de inhibicidn, tal que S! iguala a
1+ks/ks. Las mutaciones en la regién mecanica que funciona como bisagra,
pueden dar lugar a un marcado descenso en el valor de Kyss con un
incremento en el valor de Si. (MHopkins et al.,1993; Hood ef al., 1994; Hopkins
y Stone.,1995). Estos resuitados concuerdan con [as mutacionés en la regién
de bisagra, que afectan el valor de |a formacién de complejos estables desde
el inicio; por lo que la movilidad de la regidn bisagra es importante para a

formacion de complejos estables.
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10.- FORMACION DEL COMPLEJO SERPIN A-PROTEASA, CO-
CRISTALIZACION DE LA al-ANTITRIPSIN A / TRIPSINA,

El cocristal de ia o1 antitripsina / tripsina es importante, ya que estas son las
primeras coordenadas cristalograficas del tipo que se obtienen, estas tienen
el nimerc de acceso al PDB, 1EZX. En la figura 7 se muestra un esquema
de la formacidn de este complejo. Wright y Scarsdale, 1995, propusieron gue
la inhibicidn involucraba la insercidon del asa con el centro reactivo de la
serpina, como una nueva hebra B A en la molécula, con un desplazamiento
de polo a polo de la proteasa. No obstante, existia un desacuerdo en cuanto
a la insercion del asa, ya que existe evidencia de una insercion tanto parcial
(Picard ef al. 1999} como completa (Stratikos y Gettins 1899; Fa. M et al.
2000) del asa con el centro reactivo.

En la estructura cristalografica de la o 1-antitripsina podemos ver que existe
una incorporacion total del asa con el ceniro reactivo. De hecho, la
conformacion de la a1-antitripsina en el complejo se scbrepone o alinea con
la estructura de la ol-antitripsina cortada (Loebermann, 1884) (Root Mean
Square (RMS) de 0.52 A para todos los C o). Esta estructura fue la base para

proponer |a metaestabilidad de las serpinas (Carrell, 1985).
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FIGURA 7 Formacion del complejo serpina - proteasa. La figura A muestra a la «1- antitripsina en
su forma nativa con la tripsina alineada en posicion de acoplamiento, mientras que en B se muestra
el complejo con una insercion completa del asa con ef centro reactivo en fa hoja A . En la parte
inferior se muestra una figura mas esquematica.
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FIGURA 8. Modificacion del sitio reactivo. El enlace éster y la distorsion del sitio reactivo de
iz tripsina y ia metionina 358 es evidente. Del estado iniciat {a), al final {b) EI modelo
refinado de densidad electronica {€), muestra la compactacidn del asa con el centra reactivo,
gue da como resultado la pérdida del hoyo de oxianion y el reemplazc del puente salino
estabilizante entre el amino N-terminal v Asp 194 de la tripsina con la Lys 328 de la o4-
antitripsina. (d), La triada catalitica de la tripsina nativa , es ampliamente distorsionada en el
complejo , con un cambio de la Ser 185 a iz His 57, mas alld de la proximidad de! puente de
hidrogeno. Ei acoplamiento esta centrado en la Asp 102.

De la estructura del complejo serpina-proteasa 1EZX, no se esperaba una
deformacion inducida en la proteasa (Figura 8). Esta perturbacion que podria
ocurrir en el complejo se propuso en estudios previos ( Herve y Ghelis, 1991,
Kaslik ef al 1995; Stavridi et a/ 1996), mostrando que podria existir una
pérdida en la estabilidad y un incremento en la vulnerabilidad a protedlisis en
el compiejo. La habilidad de desnaturalizar parcialmente a su proteinasa afin
es unica en las serpinas, y la ventaja que les confiere esta caracteristica es

hacer al complejo mas susceptible a la degradacion.
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11.- LA ESTABILIDAD DEL COMPLEJO PROTEASA-SERPINA

Comparada con otras familias de inhibidores de proteasas serinicas, los
complejos de proteasas y serpinas pueden persistir por meses, incluso anos
in vivo (Olson et al, 1995). Antes de que apareciera la primera co-
cristalizacién de una serpina con su proteasa, existia la duda de si el
intermediario acil persiste como resultado de la exclusion del agua del sitio
reactivo de ia serpina que se requiere para la hidrélisis, o si la distorsion del
sitio reactivo es lo que previene la desacilacion catalitica. El analisis del
cocristal excluye la primera opcién, ya que en la regién adyacente al sitio
reactivo es incompatible con la exclusion del agua de este sitio. Sin embargo,
no se observan moléculas de agua en la cercania del enlace éster o de la
histidina catalitica 57 (figura 8 a, b).

En la figura 8 d existe una gran distorsion en el sitio catalitico de la tripsina
con un movimiento de la Ser 195 a una posicion de mas de 6 A de su pareja
catalitica la His 57. Esta proximidad es necesaria, tanto para la desacilacion
catalitica, como para el movimiento de la Ser 185, destruyendo el hoyo de
oxianion adyacente a esta (N-H de la Gly 193 y la Ser 185), el cual se
requiere para la estabilizacién del estado tetrahédrico de transicién. Esta
modificacion es una consecuencia directa del tamano limitado del asa con el

centro reactivo, o cual saiva la unién éster de la Ser 195 de |a cataiisis.



12.- LAINTERFASE al ANTITRIPSINA-TRIPSINA

La interfase serpina-proteasa en el complejo de la «1 antitripsina / tripsina
esta limitada por dos grandes contactos que contribuyen a la estabilidad del
compilejo, estos son: Lys 328 de la o1-antitripsina, el cual forma un puente
salino con el Asp 194 (FIGURA 8 c), vy la Asn 314, |a cual forma tres puentes
de hidrégeno con los oxigenos del carbonilo de la cadena principal en la
tripsina. Estas interacciones no son unicas para la tripsina y son las que
ayudan en la estabilizacibn de los complejos serpina-proteasa en los
miembros de la familia. (FIGURA 9).

La distorsion de la Ser 195 esta ligada a la pérdida del ordenamiento de la
molécula de tripsina, los factores mas importanies parecen ser fuerzas de
impedimento estérico. Por las cuales la proteasa es oprimida hacia la
serpina. Esto puede explicar el por que las serpinas han evolucionado como
proteinas metaestables, ya que a partir de que la energia se libera (posterior
al corte), el complejo resultante es una molécula hiperestable en términos
energeticos. De esta manera, el acoplamiento estérico de las dos estructuras

provoca un colapso importante en la estructura de la tripsina.



FIGURA 9. Se muestra la interfase que forman la serpina (oq- antitripsina) (arriba) y su
proteasa afin (tripsina) (abajo). Sclo se muestra la superficie molecuiar en la nterfase, el
resto de las moléculas se representa en listones. Se muestra en color rojo las regiones de
la molécula cargadas negativamente y en azul las regiones de la molécula cargadas
positivamente. La imagen se llevé a cabo con el programa GRASP.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evalud la relacion
evolutiva del grupo, utilizando un enfoque estructural, ya que pese 2 la
gran cantidad de mutaciones acumuladas a lo largo del proceso evolutivo
(que se traduce en una baja similitud de secuencia) tanto su estructura
tridimencional como el mecanismo de acciéon de estas proteinas es muy

conservado.

Con base en lo anterior, propusimos la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS

Al ser las serpinas una superfamilia de proteinas muy diferentes a nivel
de estructura primaria, pero muy conservadas a nivel conformacional, el
enfoque evolutive estructural nos permitira evaluar la relacion estructura —

funcion de los diferentes grupos de la familia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la relacion evolutiva en la superfamilia de los inhibidores de
proteasas serinicas (serpinas), tanto a nivel de su estructura terciaria
como en la primaria, expresada en términos de arboles filogenéticos,
ponderd con mapas de isopotencial electrostatico de cada uno de los
cristales de serpinas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Generar una base de datos que conienga las serpinas secuenciadas a
la fecha, asi como de los cristales de serpinas.

Llevar a cabo los siguientes alineamientos estructurales de las
serpinas:

Un alineamiento de estructura primaria.

Un alineamiento conformacional de estructura secundaria.

Un alineamiento general, basados en el alineamiento conformacional.

Calcular los mapas de isopotencial electrostatico, a partir de las

coordenadas cristalograficas de las serpinas.



DISENOQO EXPERIMENTAL

CRISTALES

Busqueda con BLASTp de las serpinas
reportadas en el PDB

Verificacion de las coordenadas de las
serpinas.

Clasificacién de las serpinas obtenidas
en cortadas (asa con el ceniro reactivo
cortada) y no cortadas (asa con el centro
reactivo intacta)

: !

Alineamiento conformacional para
obtenar RMS vy alineamiento de
secuencia con la informacion de las
estructuras secundarias.

AR

& H

: z

i V“
e Mg et

Conversidn del alineamiento
conformacional a formato de Clustalw,
a) Caiculo det arbol filogenético y
confiabilidad del mismo.

SECUENCIAS

Escrutinio con BLASTp no redundante,
en las bases de datos de secuencias de
aminoacidos

R SRR
N i

Obtencidon de las secuencias Unicas de
las serpinas.

|

£ ettt

T b

Construccién del cladograma, tomando en cuenta como patrén el
atineamiento conformacional y afiadiendo las secuencias de todas las
serpinas.

A ————————

s i e

T N e T

Analisis de las proyecciones de potencial
efectrostatico en las superficies
moieculares y mapas de densidad
electrostatica.

N
b) Alineamiento de las estructuras
primarias de los cristales. Calculo del
arbol filogenetico y confiabilidad del
mismao.

i

calculo de confiabilidad del
cladograma.
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MATERIALES Y METODOS

I Cristales

1.- Se llevo a cabo una bisgueda tipo Blastp (Basic Local
Alignment Search Tool) para proteinas en la pagina del National Center
of Biotechnology Information {NCBI) (Altschul et al., 1990) tomando
como sonda la serpina del PDB 1HLE (Inhibidor de la elastasa de
feucocitos de caballo) para obtener las diferentes coordenadas
cristalograficas de serpinas depositadas en el Protein Data Bank
(PDB).

2.- Se tomaron los nimeros de acceso para posteriormente obtener
cada una de las coordenadas cristalograficas, verificando de manera
visual cada uno de estos con la ayuda del programa Swisspdb Viewer
3.7 (Guex y Peitsch.,1999).

3.- Se utilizd la secuencia primaria (obtenida de las coordenadas
cristalograficas) como sonda para realizar una blsqueda cruzada en el
PDB.

e o e e e Bk etk AR brmmr e rmn <10l




4.- De la biusqueda anterior se obtuvieron 27 estructuras. Si la celda

unitaria presentaba mas de dos moléculas se procedio a separarlas

para utilizar una sola y si estas se encontraban en conformaciones
diferentes se mantuvo una de cada una.

5.- Con la ayuda del programa Swisspdb Viewer (Guex y
Peitsch.,1999), se obtuvo el valor de Root Mean Square (RMS) para el
alineamiento estructural general de todas las serpinas, y para cada uno
de los grupes de cristales de serpinas, esto con los parametros Magic
fit, e terative Magic Fit, ademas de generar los alineamientos de
cada uno de los 32 cristales con el parametro Generate Estructural
Alignment. Con el objeto tanto de obiener el menor RMS X
{promedio), como el mejor alineamiento estructural con un mayor
numero de aminoacidos idénticos y similares.

6.- El mejor alineamiento estructural, asi como uno de los RMS X
menores fue el del cristal 1AS4. Este alineamiento estructural se paso
al formato del alineamiento del programa Clustalw 1.7, (Thompson, et

al., 1994) para posteriormente llevar a cabo el calculo del
correspondiente arbol filogenético, la confiabilidad de los arboles se
ensayo sometiendolo a 100 ciclos de Bootstrap en el mismo programa.
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il Secuencias

Todas las secuencias analizadas en este estudio fueron obtenidas de
una busqueda con Blast con el parametro no redundante (nr) en el

; National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al.,

1890), se utilizaron las secuencias primarias derivadas de las

coordenadas cristalogréficas como sonda para asegurar la no omision y

! repeticidn de aiguna secuencia, este proceso se hizo iterativo hasta que

no se obtuvo una nueva secuencia.

H

Se removieron todas las secuencias redundantes, los fragmentos y las
patentes.

[ e e o
!

e rmecern )

Para el alineamiento estructural se utilizé como semilla el alineamiento
del 1as4, y se alinearon todas las secuencias contra este en el programa
Clustalw 1.7 (Thompson ef al., 1994), se calculd el correspondiente
cladograma y se ensayd su confiabilidad sometiendolo a 100 ciclos de
Bootstrap en el mismo programa.
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Il Mapas de isopotencial electrostatico

- R —

Los mapas de isopotencial electrostatico, se llevaron a cabo
utilizando el programa Grasp versién 2.11, con las coordenadas
cristalograficas de las serpinas encontradas, calculando primero la
Superficie Molecutar con un radio de 1.4 A y después el potencial
electrostatico con la ecuacién lineal de Poisson-Boltzmann,
resolviéndola ciclicamente hasta alcanzar la convergencia
electrostatica. El nimero de ciclos para alcanzar la convergencia se
determind por el mismo programa.

Alineamientos de Secuencias

Ei alineamiento estructural, se llevé a cabo con la ayuda del programa
Swisspdb Viewer 3.7 (Guex y Peitsch., 1929), con las coordenadas
cristalograficas de las 32 serpinas, mediante los parametros Magic Fit (Este
procedimiento escogera automaticamente los mejores pares de carbones «
de los aminoacidos equivalentes en las cadenas y las alineara en un
procedimiento tridimensional), e lteractive Magic Fit (este procedimiento es
como el anterior. solo que las desviaciones de RMS seran minimizadas), asi
como el de Generate Estructural Aligment (esta herramienta encontrara los
aminoacidos relacionados espacialmente y pondra los espacios apropiados
en el alineamiento de las secuencias). De esta manera se obtendra tanto una
tabla tanto de RMS general como una para cada grupo.

Por otro lado, los alineamientos multiples de las secuencias de aminoacidos

se construyeron con la ayuda del programa Clustalw 1.7 (Thompson et al.,

v
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1994) con una matriz BLOSUM, utilizando los parametros, Open Gap Penalty
10.00 y Extension Gap Penalty 0.05.

Arboles

Para la visualizacién de los arboles filogenéticos se utilizaron los programas

Tree View (Page, 1996) y NJ Plot (Perriere y Gouy, 1996).

1]
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RESULTADOS Y DISCUSION

Base de datos de los cristales

En la tabla 3, se enlista la base de datos de los cristales de serpinas que
se formb a partir de la bUsqueda de Blast en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1990). Se calcularon los
Mapas de Isopotencial Electrostatico (MIPESs), a partir de las coordenadas
cristalogréficas de las serpinas, utilizando como sonda al inhibidor de Ia
elastasa de leucocitos {1HLE). De esta manera se obtuvieron las
coordenadas cristalograficas de las serpinas depositadas en el PDB, las
cuales se verificaron de manera visual con el programa Swisspdb Viewer
3.7, separando las moléculas que presentaban dimeros y conservando

una de las conformaciones diferentes (Cortadas y no Cortadas).

Base de datos de las secuencias

En la Tabla 4, se muestra la segunda base de datos que se formo
mediante Blast en el NCBI con el parametro no redundante (nr) y
utilizando las secuencias primarias derivadas de las coordenadas
cristalograficas como sonda para asegurar la no omision y repeticidn de
alguna secuencia. Removiendo las secuencias redundantes, los

fragmentos y las patentes.

Root Mean Square (RMS).
Los resultados del célculo del RMS (Root Mean Square), de los
alineamientos estructurales con el programa Swisspdb viewer 3.7, se

presentan en la Tabla 5, donde se muestran las distancias existentes en

A, entre los alineamientos de las 29 coordenadas cristalograficas de las

diferentes serpinas. Para llevar a cabo comparacion entre los grupos
existentes de cristales, se hizo un segundo céiculo de RMS, esta vez
tormando solo en cuenta a los miembros de cada grupo (por ejemplo, las
antitrombinas con las antitrombinas, las antitripsinas con las antitripsinas,

etc.). Los resultados se muestran en Ia Tabla 6.



TABLA 6

RMS DE LOS GRUPOS DE CRISTALES

RMS : 0
> . - az . aa Yo de
pr:omedl‘o del Resnduo.s idénticos  similares  identidad
- . alineamiente  Promedio - N ‘

en A. _ ) I total
ANTITROMBINAS 10#71;&7‘3 428 9 40 11.42
nampossor Pl 378 9 sl 543
PLASMINOGENG -
&1- ANTITRIPSINAS 7 api 368 198 25 60.6

0.486
i;TIQUIMIOTREPSI 4caa 356 316 2 89.32
e 0.442

Tabia 6, Muestra el RMS promedio del mejor zlineamiento estructural de cada grupo. En la distancia promedic en A,
se muestra arriba el nimero dé acceso al PDB de la proteina contra la cual se alinearon los otros miembros del
grupo. No se presentan los tres grupos restantes ya que solo cuentan con un solo representante (1HLE, 10VA y
1SEK).

Para poder comparar los dos alineamientos (el estructural y el de
secuencias), se identificaron los amincacidos conservados, en este €aso
identicos, en ambos alineamientos, generando una tabla de secuencias

consenso (Tabla 7).

)
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ALIAIRILE J

TABLA DE CRISTALES CUYAS COORDPENADAS CRISTALOGRAFICAS SE UTILIZARON PARA
LLEVAR A CABO EL ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL.

Clasificacién

1D PDB

. (serpinas}

Fuente

Reso

lucién  Valor R

Cadena

Resid
uos

PM
kD

Hojas-f

Estada

Notas Referencias

0 15 Mutada A349R (Lukacs ¢1 al
AntiquEmoinpsing 1AS4 Homo samens 210 1198 1AS4 4 343 38554 21 38w 34 02% C 1008}
- R . . 16 19 (Goop et al
-l ATBQUIToUTE TS MM Home sapiers i 2157 TOMN & 301 43297 24 94% 12 17% C Mutada .2000;
- 9 ta { Baumann et al
G- Anhguimmotripsing 2ACH Homa saprens 2 3181 JACH A 360 40645 29 4% 25 729, c L1991)
" g 14 Muzada (Luhacs et al
Anuqumompsima 3CAA Homo sapiens A0 9190 3CAA A 341 38534 77 579 33 435 C A34TR. 1998)
" 10 14 (Lukacs et al
ADIIQUIMIOINPSIN2 4CAA Homo sapeens 290 o198 ACAA A 341 38524 25 919 32 55% C Mutada T345R 1956;
. Mutada
" 15 FSIL.TS9A.
a-1 Antarpsina 1ATL Homo sapiens 170 o195 1ATU 374 41983 15 4% 10 70% NC T6BA, A70G, {(Ryuetal . 1595)
=5 ” M37a}, $381A
K387R
Muzada
S .
o1 Anutnpsima IKCT Hemo supiens 346 3182 TKCT 354 44238 3 o NC T50A. TE3A ¢ ong ot el
533 660% AT0G 1995)
N o - g 17 . Mutada {Elott et al
o-] Amimpsina 1PSI Homa sagnens 90 D28 1PS! 394 44280 35 3805 25 63% NC FSIL 1906}
Synommos
9 15 z-1-mbbndor de la (Elhon: por
-1 Anumpsma 1QLP Honto sapiens 200 223 IQLP A 394 44314 25 13% 28 90% NC protemasa, -1- publicar)
Anuproteinasa
. N o % 12 {Hunumgion et
-1 Amitripsing 1gMB Homa sapiens 60 @242 IQMB A 326 36565 10 98% 10 67% al .1609)
-1 Anutvpsma 10 13 . (Enghet al ,
(modificada) FAPI Homo sapiens 200 0193 TAPI A 347 19053 26 195 17 70% < Tetragonal-1 1989,
-1 Anntripsma : . 1 11 {(Engnetal.
{modificada) 9AP1 Homo sapens 200 L0 9APL A 337 39053 27 679 3] pav, C Tetragonai-2 1989)
Inhibador del acn ador 5 15 Mutada
det plasmmogeno Tpo 1A7C Homo saprens 195 3181 1ATC A 379 42814 27 34% 2 5204 c A3ISE (Xueetai 1595)
Inhib:dor defacnis ador Mutada
10 15 Sh etal.
;iet plasmunogene Tipo 1B3K Homo sapiens 299 0247 1B3K A Ly] 42719 26 91% 25 50% NC { ]a;gg, 3
inhtidor del actin ador .
h 5 No S 15 (Tucher et
;ie& plasminogeno Tipo 105G Homo sapiens 260 Seponible IC5G A 02 43047 15 10y 31 349 C al 199%)
Inhibeder del actiy ador ] 15
;ic! plasminogeno Tipo 1DB2 Homo sapens o0 5255 IDB2 A 377 42352 7 06% 2§ 654 NC Mutada {Naretal 2000%
Inhibidor del activ aaor g 18 Mutada
;iei plasminogene Tipo opal Howo sapiens 270 &3] SPAL A e 42782 26 65% 23 619 C A33SP { Aengeerns ot al
1995)
- - 10 14 | Cartlrcral
Antirombina 1aNT_I Homo sapicns 200 G214 1ANT § 432 49027 24 07% v gauy NC 1994,
Antirombina 1ANT_L Homo sapiens 200 0214 TANT L 432 49027 - ]-105‘V g ]9-;‘,/ o
22 45% 25 93%
N . 9 18 , { Schreyder et al.
Anttromima 11 1ATH_A Homo saprens 120 o179 1ATH A <312 45027 4 07% 29 0% NC 16915
P
Antombing {11 IATH_B Homo wupicns 1 2379 iATHEB 431 48935 23 ?@/ -.()Ii-,;../ C
23 15% 2 "
Antmombina il TATT_A Bos 1 1aTT A 431 47760 10 16 C
ATT_ ® taurus 42 24 94%, 2 645, {Mourey et af
1633
Anungmbima tAZN_] Homo sapiens 260 203 TAZX | 432 49027 o I‘;S“f 5 IGSW" NC (hinetal 1997}
p A 3
Antitrombing 1AzX_L Homo suprens 290 7203 1AZX L 432 %027 25 ’6]9"/ g ]_i‘,, <
2 ( 24%
Shinnereial,
Antirombing ) 1BRE_! Hormo sapwens >80 1210 1BRSI 432 49027 7 34% - |56_1% NC { 1995)
Antitrombina 111 1BRE_L Homio supiens 290 1230 IBRSL 432 49027 a4 ISI.W ng lf'gu C
2 b 194
Inlubidora de o . 10 12
clasasa de Leucocias IHLE Equus cabidfus 108 176 1HLE A 145 18870 3 019 23 759 N (Baymann ¢t al |
2q2)
tewn etal,
Ovatbumina 10VA  Comdomenes 195 2169 IOVAA 386 4137 ool et NC (Sicwer2
Serpina 1SEK Manndura texia 210 G199 18EK 378 azing .,.'.170%, 3 ‘..:’-,.,}. NC fLietal, 1995)
27 78% 3t 22%

3 Muestra los 29 cristales obtemdos en el PDB mediante Difraceion de rayos X, se peeden ver ¢l nombre completo de la proteina , el numero de acceso o G, ¢l nombre cienufico
amsmo, 1a tecmca utihizada, 1a resolucion, el valor R, la cadena » ¢l nimero de residuos, su peso Melecular, ¢f poreentaje de hoyas -B v hehees-g, ¢l estado en ¢l que se encuentrz la

1. Ia clasificacion » algunas notas

[PF)




TABLA 4
SECUENCIAS DE SERPINAS UTILIZADAS PARA L LEVAR A CABO TANTO EL
ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL COMO EL ANALISIS FILOGENETICO.

# # DE AGCESO (Gh NOMBRE ORGANISMO
1 1378123 SERPIN 1 TQBACCO HORNG.JRM Ma-auce sexiz
2 1378122 SERPIN LTOBACGO HORNS SAM Marzuce sexis
3 1378126 SERPIN 1TORACCO HORMAYD Me-~guca sex's
& 13TBYI SERPIN UTOBACGO HORNWORM Manguca sexts
5 1378125 SERPIN YTOBACCO HORNGIRM Matiucs sexts
G-5 4 1378123 STREM 1TOBACCT KORN TAM Merouty sene
l SEK 7 “3T8130 SERPIN 1 TOBACCO HORN ORM Manzuca sextz
) *3T8132 SERPI WTORACCD HORMU T Ma=aace sexie
g 5378y SERPIN 1 TOBACCS AORNY, DRM AETCucE seild
10 1378133 SERPHK 1 TOBACCO HORN ORM Marzuca sexts
1" 1378128 SERPIN ¥TQBACCO HORNORM Ma~suza sextz
12 378124 SERFiN 1 TOBACCO HORN ORM Mzrouca sexte
13 241584 ANTICHYMOTRYPSIN D S Dyx mon
14 2149081 SERPIN-2 Mg zuca sexiz
15 6572145 SERINE PROTEASE INHIBITOR SEIFIN-2 DrO$00" & melgngCas s
16 5572147 SERINE PROTEASE INHIBITOR (SZRPIN-2 Drosops & melanoges
17 8572143 SERINE PROTEINASE JNHIBITOR SERPIN.1. Drosos .2 melgnoges
18 572153 SERINE PROTEASE INHISITOR {SERPIN-S. Drosopti=g nelanagasier
19 6572149 SERINE PROTEASE INHIBITOR (5ZRPIN-< Drospon & melancgaster
20 B00Z2108 SERPIN PUTATIVE Drosonn & melangsaste”
1 /02110 SERPIN PUTATIVE Drpsar= & melanog.
22 8002112 SZRPIN PUTATIVE Drosodt.g melancges e
23 545034 SERPIN PaClasies.s lenuste o3
* 72151 Drososias meranogaste-
25 3911747 Removidd a peticion del Aar
-1 B 383741 ANTITHROMEM |1t [Syrinere constrics,
ombina 27 1188462 ANTITHROMBIN-IH £ autug
28 4972629 SERPIN-LIKE PROTEIN 00 sapens
25 510194 2G-21P Rakus norvegie. &
30 2262594 B TWSCUILS
1l 4263819 PUTATIVE SERPIN Ara 005 Malkete
3z 2160141 STRONG SIMILARITY TO TRITICUM AES8T vUN EER2IN Ar3DI IS thaha s
32 6552102 Fagiz ASBO-IZISS Qs
34 3235342 SIMILAR TC 5ERPIN GENE HOWZLDG GE Arab 2808y thaha sz
35 8652103 €22040 22 Arabziosis thana” s
35 557253 PJTATIVE SERPIN Arabiscoig thaig "
ar 2739364 PUTATIVE SERPIN Aramicoosis thahar e
38 LRt PINLIKE PROTEIN AT&DISCDSS thahas?
39 934730 T2EG 14 ALANCSDHS WNAE TS
40 2608130 PUTAYIVE SERPIN ArBmAIDNS thaland
a9 3508120 PUTATIVE SERPIN ArQbEapus (halana
a2 2130110 SERPIN ANTITHROMBIN I Trticu™ destivurt
43 1885350 SERPIN Tufum p stvur
kT £734504 SERPIN Tritgu™ destvumr
45 STA4506 SERPIN Trng, ™ Jesfhvur
49 TBB5346 SERPM TRYPSIN INHIBITCRY Trimgu™ sestniym
47 12100 PROTEIN Z (241 (MAJOR ENDOSRIAL AL BUNY Horrt ™ viigare
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G-2
hidor de fa
astasa de
ucicitos

G-3
valbumina

4

48, 100512 FPROTEIN 24 Hordeum vidgare
49 1310677 PROTEN Z-TYPE SERFIN Hordeurn vulgare
50 1187572 SERPIN (CAPACITY OF CHYMOTRYPSIN INHIEITION) Hordeum vulgare
51 19071 PROTEIN 2X Hordeum voigare
52 6630690 SMIRAR TO SERPIN - WHEAT Cryza satva

53 2435563 CONTAINS SRALARITY TO PFAN DOMAIN PFO0074 (SERPIN) Caenarhatxidis alegans
54 2425565 CONTAINS SIHLARITY TO PFAM DORAIN PFO0079 (SERPIN) Caenoeriiabadis elegans
35 5163416 SERPIN Hyphantea curieg
s 6011673 [SERPIN 2744 Drosophula melsnogaster
57 483490 FPLACENTAL THROMBIN INFIBITOR (CAP} Homo sepiens
58 F18903 HOMOLOGUE OF HABAN PROTEINASE INHIBATOR © (P16} H4u5 muscuius

58 &B85780 SERINE PROTEINASE INHIBITOR B-43 Bos taprus

&0 1709895 CYTOPLASMIC ANTIFRCTEINASE 2 (CAPZ) Homo sgplens

&1 5678101 SERINE PROTEASE INHBTOR & Mus musculus

b2 1709896 CYTOPLASMIC ANTIPROTEINASE 3 (CAPS) Homo sapens

3 417185 LEUKOCYTE ELASTASE INBIBITUR {LEY} Sus serofa

B4 481621 SERPIN PIG{ESUPERFAMILY ANTTHROMBIN I} Sus scrofa domestica
85 265344 LEUKOCYTE ELASTASE INMIBITOR Home sapens
66 462410 LEUKOCYTE ELASTASE INHIBITCR (LEI) Equus cabailus

67 128584 PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR-2 Mus mustolus
58 2388729 EXPRESSION OF THE MURINE PAR2 GENE Mus muscuius

1] 266730 PLASMINOGEN ACTIVATOR mrIBITOR-2 Aatius nornvegicus
7 1352712 PLASMINDGEN ACTIVATOR {NHBITOR-2, PLACENTAL Hamo sapens

m 266095 SQUAMQUS CELL CARCINCMA ANTISEN 1({SCCA-1) Hamw sapens

72 887465 LEURIN Homo sapiens

73 EETTEST SQUAMOUS CELL CARCINGMA ANTIGEN 2 (SCCA-2} Mus musculus

74 5018510 HURPFIN Homao sapiens

75 5018506 HURPIN Hemo sapens

76 5811369 HEADPW™ Homg Sepiens
77. 4826502 PROTEASE INHIBITOR 10 (OVALBUMIN TYPE BOMAPIN} Homo sapens

78 3068815 HETEROCHROMATIN-ASSOCIATED PROTEIN MENT Galiys gailus

™ 126293 (FLAKALBUMIN) (GAL D 1l) Gallus gatlus

80 128294 OVALBUMIN coturnix Japomnca
8 129285 GENE X PROTEIN (OVALBUMIN-RELATED) Galius gaimis

&2 129206 GENE ¥ PROTEIN (OVALBUMIN-RELATED) Badus gaius

53 4505149 MESANGIUM PREDOMINANT GENE, MEGSIN Homo sapens
- T Home sapiens
85 134823 SERINE PROTEINASE INHIBITCR 1 Vaccmua vwus (stiain Copentagent
88 222703 SERMNE PROTEINASE INHIBITOR Vacomma vius

87 476328 SERPIN-LIKE PROTEN Rabbiipor vius
88 4050828 SERPIN C14R Ectromeina virus
-] 55259 WUCLE OTIDE SEQUENCE OF XHO! D FRAGMENT OF ECTROMEUA VIRUS Ecliomeha virus
80 476330 SERPIN.LIKE PROTEIN Cowgox wirus

N 45a7e7 SERINE PROTEINASE INHIBITOR 1 Vanoia wus

oz 1374422 SERINE PROTEINASE INHIBITOR 2 RobHIpOX virus
93 124825 SERINE PROTEINASE INHIBITOR 2 Vaccinme vwus [stromn WR)
G G433 SERPIN Ectromein vifus
95 123123 HMEMORRHAGE-NOUCING 38 KD PROTEIN Cowpox wirys

o6 464798 SERINE PROTEINASE INKIBITOR 2 Vanola virug

b 4000821 SERPIN CIR ECHOmEND virus
o8 5585500 SERINE PROTEINASE INRUBITOR SERP2 Myroma vauus

Kh




a3 1537066 SERP2 Myxoma virus
100 8578674 SERPIN (SERP-2) Radbst fibroma virus
101 i 174424] PUTATIVE STRINE PROTEATE INHIBITOR Swinepx vus (STRAIN KASZA)
10z 3432621 HEPARIN COFACTCR Nl Xenppus faews
103 3132623 HEPARIN COFACTOR Y Gallus gallus
104 2143953 REGENERATION ASSOCIATED SERPIN-1 Rattus norvegcys
[ e 1008923 Oryclolagus cumeuies
we 3023208 - -ANTITRYPSIN Mus musculus
.
-7 o 114299 ANTITHROMBIN-H! HOMOLOG Fowipox vius (istate HP-438{Murch))
ripsinas <
108 1003848 a - 1-ANTIPROTEINASE PRECURSOR Mencnes unguculalus
108 164291 « -1 PROTEINASE INHIBITOR Dndelants virgnugna
110 4126465 o vI-ANTIPROTEINASE Xenopus igeves
111 115852 CORTICQSTERQID-8INDING GLOBULIN (CBG} Orytioiagus cunicuivs
2 £68933¢ ENDOPIN 1 Bos tavrus
G~6 13 132433 SERINE PROTEASE INHIBITOR 2 4 Rettus norvegicus
miotripsinas 114 546321 PROTEIN C INHIBITOR Homao sapens
115 439153 SERINE PROTEASE INHIBITOR Cyprinus carpio
116 213045 -1 ANTITRYPSIN Cyprnus carpio
117 283798 ESTROGEN-REGULATED PROTEIN EPAS Xenopls fagvis
118 43B481 SERPIN BOS fbTus
118 166062 UTERINE MILK PROTEIN Ouws anies
120 127407 M-T8 PROTEIN hyxorra virus (Strain Lausanne)
121 476105 RECEPIN Homo sapiens
122 6524006 M152R Myxomna virug
123 2337922 SERP3 Myxoma wwus
T2 2144968 Mg-R PROTEIN Myxoma vaus (siraim Lausanne}
125 1888432 SERPIN-1.LIKE PROTEIN muine herpesvirus 68
126 HO5T495 TACHYZOITE SERINE PROTEINASE INHIBITOR Toxoplasme gondi
127 1016710 MEC-9L Caenorhabding elegans
128 7271542 ORF FPVD44 SERPIN GENE FAMILY PROTEIN Fowipox virus
' .1 . 128 7271538 ORF FPVD40 SERPIN GENE FamilY PROTEIN Fowlaox virus
nbinas
130 7271508 ORF FPV010 SERPIN GENZ FAMILY PROTEIN Fowlpox virps
131 7271702 ORF FPV204 SERPIN GENE FAMILY PRCTEIN Fowlpox virus
132 29535 C1INHIBITOR Homo sapiens
133 555731 SERPIN Scrustosoma jAnoNCUm
134 236016 SERPIN SchisIesoma mansont
135 1732049 EPCs HOMa SIpIeNS
136 1144259 PIGMENT EPITHELILM-DERIVED FACTOR Homp sapens
137 6755444 STROMAL CELL DERIVED FACTCR 3 Mys musculus
138 2275601 SERFIN Pelromyzon matinus
1% Dama reno
140, 80044 PROBABLE PROTEINASE INHIBITOR - RAZBIT PLASIID {ryciofagus cuniculus
4 tat a3214 MAP1 PROTEIN Myaoma vius {strpin Lausanne) e D147
or del 142 134829 SERINE PROTEINASE INHIBITOR 3 vacemz wiys (stigin WR)
or del i 143 2772670 SERPIN 8PL3 Vacoma wrus
dgeno
144 464799 SERINE PROTEINASE IWHIBITOR 3 Varoia virus
145 2145124 H14-8 Ectiamela virus
L 144 134828 SERINE PROTEINASE INHIBITOR 3 Vaccwup vius tsirgm Copenhapon)

Tabla 4 las sccuencias en este cstudio se abunvicron de ung bisqueda de Blast_p. del NCBI (National Center for Biowechnology
Information ) (Altsshul er af . 1990) Las sccuencias gue se muestran en cs1a tabla, se encuentran  orgamizadas coma apatecen en ¢l
Cladograma 3 ademas de que seindica ef grupo conformacional al que s¢ encuentran relacionadas
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Tabla 5. Root Mean Square (RMS), calculada con Swisspdb Viewer. Se mucstran las distancias en A existentes entre los 29 alineamientos de los cristales. En [as tres tltimas
filas se muestran los datos cstadisticos {(media y desviacion estandar), en gtis los datos del mejor alineamiento estructuial de ta Tasd (o]- Anliquimiotiipsina).



TABLA7Y

CONSERVACION DE RESIDUOS TANTO DEL ALINEAMIENTO REALIZADO CON
SWISS PDB VIEWER COMO CON EL PROGRAMA CLUSTALW.

(2) Alineamiento Estructural
Llevado a cabo con el programa

Swiss Pdb Viewer 3.7
{Guex v Peitsch., 1999)

(b) Alineamiento de secuencias
- Llevado a cabo con el programa
Clustalw 1.7
- (Thompson er al., 1994)

Nilmero de
Residuo
Consenso

Aminoacido

F
N
I
N
T
v
N
F
w
F
F
M
P
P
L
F
E

Estructura
secundaria en {a
gue se tbica

Hélice-a
Asa
Hélice-a
Hélicea
Asa
Hebra-f
Hebra-f
Hebra-f
Hebra-8
Asa
Hebra-f
Hebra-f
Hebra-g
Hebra-3
Hélice-o
Asa
Hebra-8

Niamero de residuo Aminoacido
CONSEnso

18
126
137
138
145
149
167
168
172
176
180
190
203
247
289
298
307
340
342

QOE Y YR YT Z € e =2 e 2

17 aminoacidos (*)
45 similares ()
Identidad total del 13.57%.

20 aminoacidos (*)
87 similares (.)
Identidad total del 26.7%.

Tabla7. Se muesiran los residuos consenso de cada uno de los ahneanunentos (el alineamiento estructural y el
de secuencias), en el alineamiento estructural se indica en que tipo de estructura secundaria se encuentra dicho
residuo. La numeracion se tomo en cuenta desde el primer aminodcido consenso; en los dos alineamientos.
corresponde al aminoacido fenitalanina.
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Alineamiento Estructural.

El mejor alineamiento estructural se obtuvo a partir de Ia proteina 1as4 (a1-
Antiquimiotripsina de Homo sapiens) ya que presenté el menor valor de RMS
promedio, asi como el mayor nimero de aminoacidos idénticos (*) y similares
(), y por lo tanto con una mayor identidad total (Ver Alineamiento 1 y Tabla
7). Este alineamiento de 457 residuos presentd un puntaje de similitud de 17
aminoacidos idénticos (*) v 45 similares (.), lo cual da una identidad total del
13.57% y un RMS final de 1.094 A, con una desviacion estandar de 0.328 A
el cual incluye la estructura secundaria tanto de las. hélices-a, hebras-§

como las diferentes asas, una de ellas es el asa con el centro reactivo.

Alineamiento de Secuencias.

El alineamiento 2, se llevd a cabo mediante el programa Clustalw 1.7, esta
vez sin tomar en cuenta la estruciura tridimensional, a partir de las 29
secuencias provenientes de las coordenadas cristalograficas, es decir,
utilizando solamente la informacidn de la estructura primaria de las proteinas.
Este alineamiento, en los 400 residuos presenta un puntaje de 20
aminoacidos idénticos (*) y 87 similares (.), con una identidad total del 26.7%.

Asimismo, no respeta las regiones estructurales (como hélices-o. y hebras-(

y asas) tan bien como el obtenido con el programa Swisspdb viewer 3.7.

A
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Alineamientos
Aunque el mejor alineamiento estructural resultd ser el de la «i-
antiqumiotripsina (1AS4; Tabla 5), los 28 alineamientos restantes fueron

similares y todos se encontraron en el rango promedio de 1 a 1.574 A, esto

nos sugiere que la estructura tridimensional se conserva muy bien, ya que los
carbones o, que forman parte del esqueleto proteico principal, no se
encuentran a gran distancia entre ellos, existiendo homogeneidad en el grupo.
Al analizar el alineamiento generado con la o1- antiquimiotripsina ({1AS4;
alineamiento 1), pudimos observar que se conservaron las zonas de estructura
secundaria, como las hélices a, las hebras B y las asas. En este alineamiento
estructural 17 sitios mostraron una conservacion del 100% [marcados en el
alineamiento por un asterisco, (*})]. Asimismo, pudimos observar que existen
45 sitios que estan substituidos por aminoacidos equivalentes, conservando
sus caracteristicas fisicoquimicas, estos se encuentran sefaladas por un
punto (). Tomando en cuenta ambos sitios, se calculé el porcentaje de
identidad total del alineamiento, siendo de un 13.57%.

Cuando se hizo un alineamiento estructural en cada uno de los grupos, el
porcentaje de identidad total se elevd considerablemente (Tabla 6); desde un
11.42% para el grupo de las antitrombinas, hasta un 89.32% en el grupo de las
o 1-antiquimiotripsinas. Esto nos indico la amplia plasticidad del grupo para
soportar cambios en su estructura primaria (substituciones de aminoacidos)
sin perder la conformacion tridimensional y posiblemente su mecanismo de

inhibicién.



Otra de las ventajas que presenté el alineamiento estructural, es que pudimos
localizar los sitios de firma y ubicarlos en las diferentes estructuras
secundarias (Tabla 7). El primer aminoacido que se conservé en las 29
estructuras, fue la fenilalanina (F), con base a que este se conservd en ambos
alineamientos, se definid como el aminoacido consenso, a partir del cual se
numeraron el resto de los aminoacidos en ambos alineamientos. Otro
amincacido que se conservd en las 29 estructuras, fue el acido glutamico (E),
gue en el alineamiento estructural se encuentra en la posicidén 402, cerca del
extremo carboxilo terminal y antes del sitio de corte P1-P1°. La conservacion
de este aminoacido es importante ya que se encuentra en la region mecanica
denominada region de la bisagra. El acide glutamico 402 es uno de los
aminoacidos que permite se lleve a cabo la translocacion del asa con el centro
reactivo, posterior al corte por su proteasa serinica afin.

Otro punto importante del alineamiento estructural es la zona del asa con el
centro reactivo (P1-P18). es que es una region altamente hidrofdbica, debido a
la presencia de aminoacidos con grupos R no polares (A, V, L, |, M, P). Dentro
de esta misma regidn estructural, en el extremo carboxilo terminal, se
encuentra el sitio susceptible a corte (P1-P17), en donde el sitio P1 esta
implicado con la especificidad por su proteasa, a excepcion de la ovoalbumina.
Cabe mencionar que la ovoalbiimina es una proteasa serinica que no presenta
actividad de inhibiciobn y con base en nuestro alineamiento la perdida de
actividad inhibitoria se podria explicar a nivel estructural, ya que en la zona en

donde se da el corte y el reconocimiento por la proteasa serinica, esta proteina
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presenta una estructura de hélice «, lo cual por un lado impide el
reconocimiento del sitio haciendo que sea menos susceptible de corte ya que
no se encuentra expuesto como en las asas de las demas serpinas y por otro
lado al estar involucrada esta region en la formacidon de la héelice o es mas

estable perdiendo ia metaestabilidad caracteristica en la superfamilia.

E! analisis comparativo del alineamiento estructural, se llevo a cabo contra un
segundo alineamiento con las 29 secuencias derivadas de las coordenadas
cristalografcas de serpinas, sin tomar en cuenta su estructura secundaria
(Alineamiento 2). Las diferencias se pudieron apreciar a simple vista, siendo
este Gltimo alineamiento el optimo en el sentido esfricto, ya que fue mas
compacto, con menos grados de libertad ( menos gaps a partir del primer
aminoacido consenso contra 457 aminoacidos del alineamiento estructural),
presentd 20 aminoacidos idénticos (*), y 87 aminoacidos similares (.) con una
identidad total del 26.7% conira una identidad fotal del 13.57% del
alineamiento estruciural. No obstante, pese a que este fue un mejor
alineamiento, no se pudieron analizar las secuencias desde un punto de vista
estructural, ademas de que no se respetaron las zonas con estructura

secundaria tan bien como en el alineamiento estructural.
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Alineamiento Estructural 1
Lievado a cabo con el programa Swiss pdb Viewer version 3.7
(Guex y Peitsch.,1999).

Sito de corte.
17 Sitio de corte.
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ALINEAMIENTO 1. Incluye los dominios protéicos @ y B asi como las asas con el centro activo 1}:_3

Zora Hidrofdbica

QOG ' 450
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?f), indicando el

sitio de corte. El alineamiento completo consta de 457 (a partir del primer aminodcido consenso, en este caso la Fenilalanina
#1) residuos con un puntaje de similitud de 17 aminoacidos (*) idénticos y 45 similares (.}, con una identidad total del
15.57%. En Color negro, s&¢ muestra el aminodcido consenso acido glutdmico (E), que se encuentra en la posicion P17,
utilizando la nomenclatura de Schechter y Berger. (Schechter v Berger., 1967). Estos son importantes para el movinienio
de! asa con el centro reactivo, en color gris se muestran los otros aminoacidos consenso. La zona hidrofébica se muestra en
a Hlave hacia el extrermo carboxilo terminal.
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ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS 2

Llevado a cabo con el programa programa Clustalw, versién 1.7, (Thompsen ef al., 1994).
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ALINEAMIENTO 2. Incluye los domimos proteicos o y  asi como las asas con el centro activo o
de corte. El alineamiento completo consta de 400 (a partir del primer amincdcido consenso, en este caso la Fenilalanina #1)
residuos con un escore de similitud de 20 aminoécidos (*) idénticos y 87 similares (.}, dandonos una identidad total del 26.7%. En
Color negro. se muestran los aminoécidos consenso acido glutdmico (E) y glicina (G), que se encuenfra en la posicién P17, y P15,
respectivamente, esto utiizando la nomenclatura de Schechter y Berger. (Schechter v Berger., 1967). Estos son importantes para
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el movimsento del asa con el centre reactivo, en color gris se muestran los otros aminodcidos consenso.

?17), indicando el sitio



Cladogramas de los cristales.

A partir los alineamientos, se generaron los cladogramas correspondientes
con la ayuda del programa Clustalw 1.7 (Thompscon et al, 1984), la
confiabilidad de los mismos se ensayd sometiéndolos a 100 ciclos de

Bootstrap con el mismo programa. (Ver Cladograma 1 y Cladograma 2).

Cladograma de las secuencias.

Et Cladograma 3 se obtuvo a partir del mejor alineamiento estructural que se
hizo a partir de la proteina con nimero de accesc al PDB 1as4, el cual se
utilizé como un patrén para comparar todas las secuencias contra este con la
ayuda del programa Clustalw 1.7 (Thompson et af., 1994). Posteriormente, se
ensayd su confiabilidad sometiéndolo a 100 ciclos de Bootstrap en el mismo

programa.

Mapas de isopotencial electrostatico (MIPEs).

Los MIPEs se llevaron a cabo con la ayuda del programa Swisspdb Viewer 3.7
(Guex y Peitsch., 1999), con las coordenadas cristalograficas de las diferentes
serpinas, calculando primero la Superficie Molecular con un radio de 1.4 A y
posteriormente el Potencial electrostatico con la ecuacion lineal de Poisson-
Boltzmann. Estos calculos se lievaron a cabo para determinar si existia

similitud electrostatica entre las proteinas.
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Analisis Filogenético

(cristales)

En el analisis filogenético de ambos alineamientos (Cladograma 1 y
Cladograma 2}, ambos arboles respetaron la formacion de los siguientes 7
grupos; ai-Antitripsinas, «1-Antiquimiotripsinas, Inhibidores del Activador del
Plasminégeno y Antitrombinas, 1THLE, 1OVA, 1SEK.

Al analizar el arbol filogenético hecho a partir de las secuencias (Cladograma
2), no se observaron diferencias significativas dentro de los mismos grupos,
esto se pudo comprobar con el tamano de las ramas de cada uno, en donde
las distancias evolutivas presentes fueron muy bajas, siendo muy similares
entre si, es decir, se hicieron mas homogeneos.

Al comparar los grupos del arbol filogenetico proveniente del alineamiento
estructural (Cladograma 1), observamos que a pesar de que esios se
conservaron, ho fueron tan homogéneos entre si ya que las distancias
evolutivas fueron mayores. Los grupos con menor distancia evolutiva y por [o
tanto mas homogéneos fueron el de las ai-antiguimiotripsinas y el de las o1-
Antitripsinas; mienfras que los grupos que presentaron mayor distancia
evolutiva fueron el PAI y la antitrombina con 49 y 9 aminoacidos idénticos
respectivamente. Los resultados anteriores son congruentes con el patron de
firmas de los grupos (Tabla 6), en donde se presentaron 316 y 198

aminoacidos identicos respectivamente.

'
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Mapas de Isopotencial Electrostatico (MIPE).

Los MIPEs fuercn una herramienta Gtil para poder visualizar diferencias entre
ios grupos, los cuales se identificaron mediante codigo de color, utilizando el
color rojo para las regiones con potencial negativo y azul para las regiones
con un potencial positivo. Esta superficie se indicé dibujando contornos
equipotenciales alrededor de la proteina. El caiculo de los MIPES, se llevb a
cabo tomando en cuenta toda la molécula, no obstante la visualizacion de los
mismos se orientd en la zona con el asa del centro reactivo (RCL), ya que es
la regidon de interaccion con su proteasa afin. Al analizar los MIPEs,
observamos que presentaron una similitud electrostatica muy elevada y con
base en esto se generaron diferentes grupos; uno de estos fue el de las
Antirombinas, en el cual se aprecia una clara similitud electrostatica
pudiéndose diferenciar, por un iado, el subgrupo conformado por las
antitrombinas cortadas (C; Figura18) y por el otro el de las antitrombinas no
cortadas (NC; Figura 15). La identidad en cargas fue considerable dentro del
grupo aun cuyo en el alineamiento estructural este solo presentd 9
aminoacidos identicos (Tabla 6). E! segundo grupo fue el del inhibidor del
Activador dei Plasmindgeno (PAl), el cual se subdividio en el grupo de PAls
no cortados (NC; Figura 13), y en el de Inhibidores cortados (Figura14).

En el tercer grupo encontramos a las a1-Antitripsinas, el cual presentd una
mayor definicion tanto en las serpinas no cortadas (Figura 11), como en las
serpinas cortadas (Figura 12), aqui la identidad fue mas elevada que en los

grupos anteriores con 316 aminoacidos idénticos (Ver Tabla 7).
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Figura 10. al-Antiquimiotripsinas (C)

Potencial de Superficie
0.000 5.000 :%

Mapas de 1sopotencial electrostatico, la vista se orientd en la regidn del asa con ¢l centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0, -10 kT/e; en donde Jas zonas azules
‘epresentan las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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Figura 11. al1-Antitripsinas (NC)

Potencial de Superficie

1PSI 1QLP

Mapas de isopotencial elecirostatico, la vista se orientd en la region del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0, -10 kT/e: en donde las zonas azules
-epresenian las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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Figura 12. a1-Antitripsinas (C)

Potencial de Superficie

9API

lapas de 1sopotencial electrostdtico, 1a vista se orienté en la region del asa con el centro reactivo La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0, -10 kT/e: en donde las zonas azules
zpresentan las regiones posttivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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Figura 13. Inhibidores del Activador
del Plasminégeno (NC)

Potencial de Superficie

[ S f1. 000 5, 006

1B3K

Mapas de isopotencial electrostatico, la vista se orientd en la region del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0, -10 kT/e; en donde las zonas azules
epresentan las regiones postlivas y las rojas las regiones negativas (Calculados con GRASP V 2.11)
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El cuarto grupo, lo conformaron los miembros que pertenecen a las a1-
antiquimiotripsinas, (Figura14), dentro del cual encontramos UGnicamente
serpinas no cortadas, en las cuales el patron de distribucion en las cargas fue
muy similar.

Los ofros tres MIPEs se definieron como grupos estructurales independientes
{(1HLE, 10OVA, 1SEK), ya gue solo contenfan un representante (Figura 17).
Los MIPEs, ponderaron el analisis estructurat de las serpinas, ya que de esta
manera pudimos evaluar las interacciones electrostaticas de las diferentes
proteinas con su entorno ya que estos patrones no son el resultado de
interacciones al azar, siendo importantes en la determinacién de la
especificidad y la afinidad con que las serpinas reconocen y se unen a la

proteasa afin respectiva.
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Figura 14. Inhibidores del Activador
del Plasminoégeno (C)

Potencial de Superficie
g. 860 5.000. >=<

Japas de isopotencial electrostatico, 1a vista se orientd en la regién del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0, -10 kT/e:; en donde las zonas azules
epresentan las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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Figura 15. Antitrombinas (NC

Potencial de Superficie
0.000 5.000

1AZX-1

Aapas de isopotencial electrostatico, Ja vista se oriento en la region del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, 0. -10 kT/e; en donde las zonas azules
zpresenian las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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Figura 16. Antitrombinas (C)

Potencial de Superficie
0.000 5.000°

Tapas de 1sopotencial electrostatico, la vista se orientd en la region del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuentra en los valores de +10, G, -10 kT/e: en donde las zonas azules
spresentan las regrones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2,11}
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Figura 17. Serpinas Unicas

Potencial de Superficie
. 00D 5,000

(10VA) NC (ISEK) NC

Mapas de isopotencial electrostatico, la vista s¢ orientd en la regidn del asa con el centro reactivo. La
escala de potenciales se encuenira en los valores de +10, 0, -10 kT/e: en donde las zonas azules
-epresentan las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11)
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NOTA: Todos los Mapas de Isopotencial Electrostatica, poseen la misma
orientacién, de manera que el asa con el centro reactive se pueda

apreciar en la misma posicion para todos.
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Analisis Filogenético

(Cristales +Secuencias)

Utiizando el alineamiento estructural como patrdén se alinearon las
secuencias para obfener el cladograma con un enfoque estructural.
(Cladograma 3). Una de las caracteristicas scbresalientes en ef cladegrama
fue la presencia de una tricotomia a partir de la cual se formaron las ramas
principales en donde las proteinas se organizaron de acuerdo a su funcion.
La rama A, es la que presentd el mayor nimero de secuencias, las cuales se
agruparon de manera general por especies. En esta rama encontramos 4 de
los grupos estructurales definidos con anterioridad; e Grupo-5 (1SEk), sl
Grupo—-2 (2HLE), el Grupo-3 (10VA)} y el Grupo-1, que representa la rama
principal de las antitrombinas (1AZX-l, 1AZX-L,1 BR8-l, 1 ATH-A, 1ATH-B,
1ATTA, 1ATTB ).

La rama B del cladograma a pesar de que contiene menos secuencias es
muy representativa, ya que estas tienden a agruparse de acuerdo a su
funcidn mas que por la especie (Tabla 4). En esta se encontraron {os
siguientes 3 grupos conformacianales; el Grupo- 7 de las a1 Antitripsinas ; el
Grupo-6 de las a1 Antiquimiotripsinas y el segundo grupo G-1-1 de las
Antitrombinas. Los grupos G-6 y G-7 fueron los mas conservades fanto en
estructura como en secuencia, por lo que se pudieron llevar a cabo
inferencias estructurales con respecto a las secuencias mas cercanas. For
ejemplo, en el caso de las secuencias relacionadas al grupo estructural de

las a1-Antitripsinas, (las que inciuyen desde ta al-Antitripsina de conejo (con
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numero de acceso 1008920) hasta la globulina que une corticosteroides de
congjo (CBG, con nimero de acceso 115852)), es probable que estas
profeinas presenten una similifud estructural y electrostatica considerable
dentro del grupo. (Ver Tabla 4).

Otras secuencias relacionadas estructuralmente, en este caso con el grupo
de las antitrombinas, son las comprendidas desde ia del protozoario
Toxoplasma gondii (con nimero de acceso 0957493), hasta la dei nematodo
Schistosoma mansoni (con numero de acceso 436018) en la Tabla 4.

La rama C, a pesar de ser la que presentd menos secuencias, en su mayoria
contuvo serpinas provenientes de virus. En esta se pudo ubicar al grupo
estructural 4, de los Inhibidores del activador dei Plasminageno o PAls.

Un punio importante es que el alineamiento estructural se pudo utilizar como
patron para poder Hevar a cabo esfudios filogenéticos, entender Ias
relaciones evolutivas y evaluar las relaciones existentes, primero de los
miembros con coordenadas cristalograficas conocidas y segundo como un
patrén de referencia para los miembros de la familia de los cuales se
desconoce su estructura y solo se cuenta con ias secuencias. Esto es
importante ya que existen varias razones para utilizar la informaciéon
estructural en modelos evolutivos. Primero, las presiones de seleccion (en
este caso el microambiente que rodea a la proteina) acttian sobre fa funcion,
la cual se encuentra intimamente relacionada con la estructura. De esta
manera, incorporando informacion estructural en los analisis evolutivos,
posiblemente estariamos incorporande la informacién de las caracteristicas

selectivas que actlan en el grupo.
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Por otro {ado, Chotia y Rosell proponen que (Chotia y Lask 1986; Rosell et
al, 1997) es posible conservar la organizacién tridimensional en proteinas
homologas ain despues de que la similitud en estructura primaria
estadisticamente significativa (25% de similitud total) ha desaparecido.

En la superfamilia de ias serpinas, se observd que el 25% de similitud
propuesto por Chotia, puede ser ain menor tanio como un 13.57%
(encontrado en esta familia), sin que se pierda la conformacion estructural y/o
Ja funcion.

De acuerdo a Miziguchi (Miziguchi y Go, 1995), desde el punto de vista
estructural, es mas informativa la estructura secundaria que la estructura
terciaria, ya que los elementios de esta, se encuentran mas conservados que
la estructura atomica precisa en el espacio. En el grupo de las serpinas aqui
analizadas observamos gue tanto la estructura secundaria como la estructura
tridimensional estan muy conservadas (el valor de correlacion entre los
cristales de serpinas no fue mayor a 0.5 de A), ios mapas de similitud
electrostatica presentes en los grupos corroboraron sus caracteristicas

estructurales,
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1.

CONCLUSIONES

De acuerdo al enfoque estructural, pudimos clasificar a la
superfamilia de las serpinas en 7 diferentes grupos (ai-
Antitripsinas, o1-Antiguimiotripsinas, Inhibidores del Activador del
Plasmindégeno y Antitrombinas, 1HLE, 10VA. 18EK), cuya
topologia en el cladograma se explica en terminos de su

diversificacion funcional.

Tanto el cladograma construido con base en la estructura primaria
de las serpinas como el cladograma llevado a cabo con las
coordenadas cristalograficas de !as mismas, respetaron los 7
grupos funcionales, sin embargo, el alineamiento estructural nos

permitid definir mejor los grupos.

El cladograma basado en la estructura tridimensional, nos permitio
llevar a cabo inferencias deductivas estructurales dentro de los

grupos cercanocs.

Al evaluar los mapas de isopotencial electrostatico llevados a cabo
con Jas coordenadas cristalograficas de las serpinas, cbservamos
diferentes grupos con un potencial de carga similar, los cuales

fueron coherentes con aquellos definidos estructuralmente.



PERSPECTIVAS.

I. Para un mejor entendimiento de la evolucion y de las relaciones
estructurales y funcionales de cada grupo propuesio que
encontramos, se pretende levar a cabo la construccion de
cladogramas con un enfoque estructural de cada uno de estos.

2. Un punto importante es que con la informacion que se tiene de
cada uno de los grupos estructurales presentes en los diferentes
cladogramas, se puede llevar a cabo el modelaje molecular de las
secuencias relacionadas con alguno de estos grupos.
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