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RESUMEN 

En el presente trabajo se llevó a cabo un análisis de las relaciones evolutivas 

de los inhibidores de proteasas serínicas (serpinas). Inicialmente se 

construyó un alineamiento estructural a partir de 29 secuencias de miembros 

del grupo que contaban con coordenadas cristalográficas descritas, el cual 

funcionó como un alineamiento base, para construir un segundo alineamiento 

con un enfoque estructural; ambos alineamientos mostraron la formación de 7 

grupos funcionales y/o estructurales. Posteriormente se llevaron a cabo 

cálculos de mapas de isopotencial electrostático del asa del centro reactivo 

de las serpinas, en su forma cortada y no-cortada, con lo cual se ponderaron 

los diferentes alineamientos, haciéndose más compactos los grupos 

estructurales. 

Uno de los puntos relevantes del árbol filogenético final, es que sus ramas 

agruparon a proteínas que se encontraron relacionadas entre sí 

funcionalmente, de esta manera la topología pudo explicarse en términos de 

una diversificación funcional de esta superfamilia de proteínas. 
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GLOSARIO 

.AJineamiento.-Proceso matematlco mediante el cual cada aminoácido en una secuenCla es 
comparado contra los aminoácidos de otra ti otras. basado en una matriz de simihtud (Sene de 
Blosum, Serie de p~nl). 

Alineamiento Estructural.- Procedimiento que encuentra los ammoácidos de una secuencia que 
se encuentran cerca de la secuencia de referencia, respetando las regiones de estructura secundana. 

Árbol Filogenético.- Estructura matemáuca que se utiliza para modelar la historia eyolutiva de 
organismos, grupos y/o secuenClas. Este patrón actual de las relaciones históricas es la ftlogerua 
del grupo con el cual tratamos e interpretamos. 

Blast® .. ~ (BaSlc Local ;\.lignment Search Tool) es un conjunto de programas de búsqueda, 
designados para e':plorar en rodas la bases de datos disponibles de ADN o proteínas, secuencias 
similares para una proteína o región de ...... \DN detenninados. Utiliza un algorittno eurístico capaz de 
detectar sunihrud entre las secuencias que comparten regiones aisladas de sunilitud. (_-\ltschul et al., 
1990). http://\\ww.ncbi.nlm.nih.gov/BL<\ST/ 

Bootstrap.~ ::'Iétodo para medir el error de muestreo, este consiste en tomar múlaples muestras 
de la poblaCión en estucho y comparar los es tUnados obtenidos en las múltiples muestras. La 
dispersión de estos estimados son un indicador de error de muestreo, esto es, que tanto variarían 
nuestras conclusiones dependiendo de la muestra que tomemos. 

Cladograma.- Es el más básico de los árboles, es este se muestran los grupos y las relaciones 
relari,~a de ancestrla común compartida por la secuenCIas. 

Clustalw.- Es un programa para el análJ.sis de secuenCIas, ya sea de proteínas o áCldos nuclelCos, 
l1e'\"ando a cabo ahneamienros múltiples, así como cálculos de los árboles f.tlogenéticos. 

Iterative Magic Fit.~ Opción del programa S",'¡sspdb Viewer. Este procedirruento escogerá 

automáticamente los mejores pares de carbones a de los aminoácidos equi,"alentes en las cadenas y 
las alineará en un proceChm.iento tnclimenslonaL. Posteriormente las desyiaciones de RlvfS serán 
minimizadas. 

Magic Fit.- OpCIón del programa S\viss Pdb Viewer. Este procedlnuen ro escogerá 

automáticamente los mejores pares de carbones a de los ~l1ninoáCldos eqwyalentes en las cadenas :" 
las alineará en un proceoonicnto tridimensional. 

:r-.fapas de Isopotencial Electrostático.- Representación gráfica en fonna de malla con yalares 
positivos y negam'os antagónicos, que se proyecta alrededor de una molécula, la cual representa el 
alcance del pOIencial elecu'ostático den\"ado de la Ecuación de Poisson Bolrzman. 

Potencial Electrostático.~ Es la energía potencial por unidad de carga, donde dos objetos 
cargados (en este caso aminoáados), íntcractúan unos con OU"OS (de acuerdo con la tercera ley de 
~c\Vton) y de esta manera ejercen influencias en el campo electrostático entre ellas, dando como 
resultado una amción entre las dos. Esta adIción entre las cargas aminoácidos dentro de una 
proteína es proyectada en la superficie molecular. 

NCBI.~ Base pública de datos para la infon11ación generada en el Campo de la Biología ~lolccular 
c:,wblecida en 1988. entre sus prinCIpales ob)coyos est~ la de crear bases de datos pública:" dirigir 

\'1 



la investigaaón en el campo de la Biología computacional, desarrollar herramientas de software 
para el análisIs del Genoma, adetnás de proporcionar información en la rama de la Biomedicma. 
Todo esto para un mejor entendimiento de los procesos moleculares que afectan la salud humana. 

NJ Plot.- Es un programa que pemnte desplegar y modificar árboles fuogenéncos. NJplot es 
conyeruente para enraizar árboles que no presentan raíz que provienen de métodos como 
parsirnorua o máxima similitud. 

PDB. . Siglas de la palabra Inglesa Protein Data Bank. Base de datos internacIOnal de 
procesamiento y distribución de estructuras macromoleculares tridimensionales detenninadas 
experimentahnente. cuyo SInO web es: http://www.rcsb.org/pdb/ 

RMS.- Siglas de la palabra Inglesa Root Mean Square. SIrVen para designar el valor promedio en 

ángstromS, eXIstente entre los carbones a de un alineamiento estructural. Esta acercamiento SIrve 
para eyaluar 51 el acoplamiento entre dos moléculas es óptimo. 

S"iss pdb Viewer.-

Ttee View.- Programa computacional que permite ·;tisualizar árboles fllogenéucos con diferentes 
formatos como NEXL'S. Pffi'LIP. Henrug86, Clusta1W. 
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INTRODUCCIÓN 

1.- LAS SERPIK\S: UK\ SUPERFAMILIA DE PROTEÍNAS 

En 1980 Hunt y Dayhoff encontraron una similitud entre la estructura primaria 

de la ovoalbúmina, la a1-antitripsina y la antitrombina humana (Hunt y 

Dayhoff.,1980), proponiendo la existencia de una nueva superfamilia de 

proteínas. A partir de este reporte, otras proteínas de la superfamilia fueron 

rápidamente identificadas, basándose en la similitud de su estructura 

primaria (Doolitle,1983; Hill el al., 1984 ). Un año más tarde, en 1985, Carrell 

y Travis propusieron el término SERPINA (un acrónimo de las palabras 

inglesas serine proteinase inhibitor), ya que la mayoría de estas proteínas 

describen las propiedades de esta superfamilia como inhibidores de 

proteasas serínicas (Carrell y Travis., 1985). Conforme la familia crece, el 

nombre se ha vuelto inapropiado, ya que existen serpinas que no son 

inhibidoras (Zou el a/.,1994; Steele el al., 1993) e incluso serpinas que 

inhiben proteasas cisteínicas (Ray el a/.,1992 ; Takeda el al., 1995 ), sin 

embargo, a la fecha el nombre de serpinas permanece. 



2.- PROPIEDADES CARACTERÍSTICAS DE LAS SERPINAS 

Las serpinas difieren de otras familias de inhibidores de proteasas serínicas, 

en que poseen un mecanismo de inhibición que tiene que ver con una 

profunda modificación conformacional, o una transición de S-R (Stressed, 

estresada - Relaxed, relajada) como parte esencial de su mecanismo de 

inhibición, (Carre" y Owen, 1986; Whisstock et al., 1998). Otra característica 

es que esta familia de proteínas, en contraste con casi todas la proteínas, se 

pliega en una forma nativa que es metaestable (Creigton, 1992). Lo cual está 

relacionado con la necesidad de presentar un cambio conformacional durante 

la inhibición con su proteasa afín, además de que los complejos formados 

serpina-proteasa son covalentes y por lo tanto irreversibles. 

Estas proteínas requieren una inserción parcial del asa con el centro reactivo 

como una hebra-p extra entre las tres hebras p existentes, para que el 

mecanismo de inhibición opere efectivamente (Gettins et 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 acompañado por un cambio conformacional en el cual el 

asa con el centro reactivo forma una hebra p adicional la que se internaliza 

en medio de la hoja A, acompañada por una pérdida de su actividad 

inhibitoria. (c) el tercero, está integrado por serpinas que presentan una 
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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 polipeptídica intacta. La estructura latente se describió 

inicialmente, en el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1), el 

cual puede entrar espontáneamente en el estado latente (Mottonen et al., 

1992) Y posteriormente, en la antitrombina (Carrell et al., 1994; Jin et al., 

1997). Se ha propuesto la forma latente en la a1-antitripsina (Lomas et 

al.,1995) y en la a1-antiquimiotripsina (Chan y Lomas, 1998), pero no existen 

estructuras cristalográficas disponibles de este estado conformacional. 

(FIGURA 1) 

(a)Forma activa o (S) 

Stressed 

b) Forma latente (e) Forma cortada o (R) 

Relaxed 

FIGURA 1 Diagrama esquemático, ilustra las regiones del asa con el centro reactivo (rojo) en 
las tres formas de las serpinas. (a) En la forma activa (S) el asa puede interaccionar con su 
proteasa afin, los primeros residuos de la serpina formarán una nueva hoja ~ entre las hebras 
~ 15 Y ~ 5 A. (b) Forma latente, esta no se ha descrito estructuralmente, (e) Como resultado de 
la interacción con las proteasas, la molécula de serpina resulta cortada (R) en la región del asa 
con el centro reactivo en el sitio P1-P1". dando como resultado una nueva hoja ~ (e) 
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3. DISTRIBUCIÓN DE U.S SERPI~_-\S 

Las serpinas se han identificado en vertebrados e invertebrados (Salzet el 

al., 1999) Y su distribución va desde la proteína Z en la cebada (Brandtt el al., 

1990), hasta la ovoalbúmina de gallina (Hunt y Dayhoff., 1980; Stein el 

al., 1990), junto con una gran variedad de serpinas en mamíferos (Huber y 

Carre",1989), en anfibios, insectos (Kanost el al., 1989; Takagi el al.,1990), 

parásitos yen el virus de la viruela; sin embargo, éstas no se han encontrado 

en bacterias. 

Fisiológicamente, se han encontrado presentes en el plasma, en células 

tumorales (Zou el al., 1994), en astrocitos (Abraham et al.,1993; Pasternack 

et al.,1989), en queratinocitos (Jensen et al.,1995) y en líneas celulares 

epiteliales de retina (TABLA 2), (Steele el al., 1993). 

Dos de las primeras serpinas que se identificaron, la antitrombina y la a 1-

antitripsina, forman parte de un grupo de serpinas humanas que juntas 

representan cerca del 10% del total de proteínas presentes en el plasma. 

Estas serpinas plasmáticas están relacionadas en procesos fisiológicos muy 

importantes tales como la coagulación, la fibrinólisis, la inflamación y la 

respuesta inmune, entre otras, con diferentes patologías asociadas a su 

deficiencia (TABLA 1). 



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

(O) o exceso (E). 

a,-Inhibidor de la Elastasa de 
Tripslna, 

1300 24.5 elastasa Efisema (O) 45,46 
proteinasa neutrófilos 

pancreática 

a,- Alzheimer 
250 4.0 Catepsina G Quimiotripsina 47 

Antiquimiotripsina (¿ ?) 

a2-Antiplasmina 49 1.0 Plasmina 48 
quimiotripsina (O) 

tripslna, 

Trombina, plasmina, otras Trombosis 
Antitrombina 130 2.3 49 

factor Xa proteinasas de (O) 

la coagulación 

C1s,C1r, 
tPA, factor Xla, 

Inhibidor de la C1 180 
Angiodema 

1.7 kalicreína h, 50 

factor Xlla 
quimiotnpsina (O) 

Kalicreina Hipo-hiper-
Kallistatina 13.5 0.3 ¿? 51 

tisular tensión (¿?) 

Cofactor 11 de 
80 1.2 Trombina 52 

heparina catepslna G, ?) 

0.000 (O), 
PAI-1 002 tPA, uPA Tripsina 53 

4 Trombosis 

(E) 

<0.00 <7'10" 
PAI-2 

5 tPA, uPA ¿? Cáncer (¿?) 20 
5 

C 
Inhibidor de la 

Trombina, 

2-5 0.1 activada, tPA, factor Xa, .? 54 
Proteina C 

¿. 

uPA, acrosina quimiotripsina 

Tabla tomada del hbro, Serpins: Structure, Function and Biology. Gettins, et al. Chapman y HaU.1993., p 3. 
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TABLA 2. Distribución de las serpinas en las diferentes especies 

Humanas 
<t.1-Antiquimiotripsina 
"-2-Antiplasmina 
a,-Inhibidor de la proteasa 
Angiotensinógeno 
Antitrombina 
Inhibidor de la C1 
Globulina unidora de corticosteroides (CBG) 
Cofactor 11 de heparina 
Kallistatina 
Inhibidor de la elastasa de leucocitos 
Maspina 
Factor pigmentario derivado del epitelio·1 
Factor pigmentario derivado del epitelio-2 
Nexina 1 
Inhibidor de la proteina C 
Antígeno celular de carcinomas escamosos 
Globulina unidora de tiroxinas 

Otros Mamíferos 
a,-Inhibidor de la proteasa (mandril, chinchilla, 
ardilla, perro, burro, gerbo caballo, cabra, 
visón, gerbo de Mongolia, mono, ratón, cerdo, 
conejo, rata, oveja, zarigüeya). 
a1-Antiquimíotnpsina (vaca, cerdo, cabra ). 
Anglotensinógeno (vaca, ratón, rata, conejo, 
oveja) 
Antitrombina (vaca, ratón, cerdo, conejo, 
oveja). 
Inhibidor de la C1 (cobayo, rata), 
Prateina unidora de colageno (ratón, rata). 
Contrapsina (rata, ratón). 
Globulina unidora de corticosteroides (rata, 
coneJo, mono), 
Cofactor 11 de heparina (conejo). 
Kalistatina (rata). 
Inhibidor de la elastasa de leUCOCitos (caballo, 
cerdo). 

Peces 
,,-,-Inhibidor de la proteasa (carpa). 

Anfibios 

Ep-45 (Xenopus faevis) 

Aves 
Antitrombina (gallinas) 
Ovoalbúmina (gallinas, codornices) 

Artrópodos 

u,-Antiquimiotripsina (Bombix mOr!) 
Ala serpin (Manduca sexta) 
Serpina (Drosophila mefanogaster) 
Inhibidor de la coagulación (Limufus 
poliphemus) 

Nematodos 
Serpinas (Schistosoma hematobium, S. 
Mansoni, Brugia maJay,) 

Plantas 
Proteina Z (cebada) 
Inhibidor de la quimiotripsina (trigo) 
Z4, Z7 (cebada) 

Hongos 
Globulina unidora de corticosteroides (CBG) 
(levaduras) 

Virus 
crmA 
SPI-3 (virus de la vacclnia) 
SERP1 (Myxoma virus) 

Bacterias 
No se han encontrado 

Tabla tomada del libro. Serpins: Structure, Function y Biology. Gettins, el al. Chapman y Hall, 1993., p 4. 
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4.- TA1-L\ÑO y COMPOSICIÓN DE LAS SERPlk\S 

Las serpinas poseen un dominio central conservado, de cerca de 360 

residuos de aminoácidos, estos representan la región de homología 

estructural, la cual contribuye con cerca de 40 kDa del peso total. Los 

extremos amino y carboxilo (N-C) difieren en extensión y, en muchos casos, 

existen carbohidratos unidos a sitios no conservados. Las serpinas 

presentan un amplio grado de glicosilación 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 fosforilación de dos serinas en la ovoalbúmina (Nisbet et al.,1981), o la 

sulfatación de dos tirosinas en el cofactor 11 de heparina (Hortin et al., 1986). 

Estas proteínas son secretadas como precursores, conteniendo una señal de 

corte N-terminal hidrofóbica. Algunas serpinas, como el PAI-2 (Inhibidor del 

activador del plasminógeno tipo 2) existe tanto en forma de precursor como 

en su forma activa. 

La región del sitio reactivo (asa de las serpinas) es homóloga en todas las 

serpinas; sin embargo, se puede dividir en dos regiones: una con alta 

similitud y otra región de baja similitud. 

Los sitios con una alta similitud se localizan en la región 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 está se considera, 

mecánicamente hablando, como crucial para el proceso de inserción; 

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

diferencias en la especificidad con su proteinasa afín. 

• • 
" '" .!! o 
o ~ ~ e 
• e o " ll. E " Ü '" " E " 

o 
• o .. 

'" " 'O • 2 - ~ E .E u • :e " c. " e e 
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"" .. ... , .. .. '" " '- ~ > e e " ~ <.> .. O :t ..: :¡; " " ~ 

FIGURA 2. Representación esquemática de la estructura primaria de las serpinas para ilustrar 
el tamaño y la localización del núcleo proteinico conservado, (core), Los asteriscos muestran 
los diferentes sitios de glicosilación ('), 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 la proteina e, debido a su alta glicosilación es dificil representar todos los 
sitios en la región N-terminal. 
Figura tomada del libro, Serpins: Structure, Function y Blology. Gettins, et al. Chapman y Ha!l,1993., p 5 
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ANTECEDENTES 

5.- ESTRUCTL'RA. GÉNICA y EVOLCCIÓN. 

Se conoce que las diferentes serpinas presentes en los mamíferos han 

evolucionado a través de la duplicación de genes y su posterior divergencia, 

dando lugar a un gran número de genes que codifican para diferentes 

serpinas, dentro de un mismo organismo. Cada uno de estos genes 

codificando para una proteína con una región activa única que le confiere 

una actividad fisiológica característica (Hill y Hastie.,1987). Al menos siete 

estructuras genómicas de las serpinas se han identificado en base al 

número, tamaño y localización de los intrones y exones. Las ov-serpins (que 

contienen genes caracterizados por el de la ovoalbúmina 0IVoo et a/., 1981), 

SCCA (Schneider et a/.,1995), PAI-2 (Ye et al., 1989) y el gen Y (Heilig et 

al.,1982): La familia de a,-1 PI, contiene a-1 PI (Leicht et a/.,1982), a1-

antiquimiotripsina (Bao et al., 1987), CBG (Underhill et a/.,1989) y el 

angiotensinógeno (Jeunemaitre et al.,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 a,2-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 clásico, es decir, mediante 

la comparación de la estructura primaria de las proteinas, la cual es muy 

diferente (poco conservada) a lo largo de toda la familia. Sin embargo, 

paradójicamente, la estructura tridimensional de las serpinas es muy 

conservada en los diferentes grupos 
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6. CRISTALES DE LAS SERPINAS 

La primera estructura tridimensional, obtenida a partir de una estructura 

cristalográfica de serpina reportada en 1984, fue la del u1-inhibidor de la 

proteasa (u1-antitripsina), la cual presenta el asa del centro reactivo cortada, 

y por lo tanto inactiva (Loeberman el al., 1984). Seis años después se reportó 

la placalbúmina (Wrigth el al.,1990) seguida por la ovoalbúmina (Stein el 

al., 1991), una serpina sin propiedades inhibitorias conocidas. Posteriormente, 

aparecieron nuevas estructuras en estado cortado y no cortado (Mourey el 

al.,1990; Baumann el al.,1991; Baumann el a/.,1992; Mourey et a/.,1993), 

como es el caso del inhibidor del activador del plasminógeno (PAI-1) 

(Mottonen el al.,1992). En 1994 aparecen las primeras estructuras de 

serpinas no cortadas con capacidad de inhibición, la antitrombina y la U1-

antiquimiotripsina (Schreuder el al.,1994; Carrell et al., 1994; Wei el al., 

1994). Éstas nos han ayudado a entender no sólo la estructura de la familia 

de las proteinas; sino también, el mecanismo fisicoquímico de su 

funcionamiento y que, a pesar de las diferencias presentes en su estructura 

primaria (la cual se utilizó al principio para identificarlas), reflejan una alta 

similitud en cuanto a estructura terciaria. Así mismo, se ha podido visualizar 

el cambio estructural que pueden presentar estas proteínas (Stein y 

Chotia., 1991), el cual involucra a la región del asa con el centro reactivo y a 

dos de las hebras ~. 

11 



7.-ESTRUCTUR.c\S CRISTALOGR:\FIC\S 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 próximos años. El hecho de que hasta ahora solo se hayan 

reportado las coordenadas cristalográficas de un complejo 

serpina+proteinasa (a1-antitripsina / tripsina, con el número de acceso al 

PDB, 1 EZX, (Huntington el al. 2000), podría reflejar la inestabilidad de tales 

complejos en el proceso de cristalización, lo cual puede afectar directamente 

el mantenimiento de una población homogénea de tales complejos durante el 

tiempo necesario para su cristalización. De hecho, los cristales utilizados 

para la determinación de la primera estructura de una serpina (a1-inhibidor 

de la proteinasa o a 1-antitripsina en su forma cortada) resultaron de un 

intento para cristalizar el complejo a 1-inhibidor de la proteinasa + 

tripsinógeno. También hay que tomar en cuenta las modificaciones que son 

responsables de la micro-heterogeneidad en la población de proteína, lo que 

interfiere en la obtención de los cristales apropiados para la difracción de 

rayos X. 

La ovoalbúmina fue una de las primeras serpinas en ser cristalizada, con 

esta serpina los primeros cristales para la difracción de rayos X se obtuvieron 

cuyo se utilizó una isoforma fosforilada en dos residuos de serina (Stein el al. 

1991). Aún aquí, en la celda unitaria se encontraron cuatro moléculas de 

ovoalbúmina, cada una con pequeñas diferencias en la orientación del la 

hélice la presente en la región del asa con el centro reactivo. 
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Gracias a la gran similitud que existe entre las estructuras de las serpinas, ha 

sido posible simplificar el análisis de los datos obtenidos en la difracción de 

rayos X, utilizando métodos de reemplazo molecular, para casi todas las 

serpinas analizadas a la fecha, en lugar de la preparación de derivados de 

átomos pesados. 
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8.- EL DO:\II~IO CENTRAL DE L\S SERPI~"\S 

El dominio central en las serpinas está muy conservado y contiene los 

residuos 21 al 389 (utilizando la numeración del aHnhibidor de la proteinasa 

o a1-antitripsina); éste se compone de tres hojas ~ y nueve hélices a. Las 

hojas ~ se designan con las letras A, B Y e, y las hélices a de la A a la l. La 

hoja ~ A abarca la mayoría de los residuos y está compuesta por 5 hebras 

(s1A a la s5A), seguida por la hoja ~ B, la que posee 6 hebras y la hoja ~ C. 

(figura 4). Existen diferencias significativas en cuanto a la estructura de las 

serpinas, pero éstas se relacionan tanto con la conformación que posee el 

asa con el centro reactivo, como con las interacciones con las hebras ~ A Y 

C. Estas hojas se encuentran de forma antipara lela con la excepción notable 

de las bandas centrales (s3A y s5A), las cuales se encuentran en forma 

paralela en la serpina no cortada, cuyo la serpina entra en contacto con su 

proteinasa afín y se lleva a cabo el corte en el sitio Pi-Pi', el asa con el 

centro reactivo se internaliza como una nueva hebra (s4A), en medio de 

estas dos hebras ~, quedando de manera antiparalela y, por lo tanto, 

estabiliza la nueva hoja por los puentes de hidrógeno formados. 

Alrededor de estas hojas ~ se encuentran varias hélices a, esto en conjunto, 

da una estructura tipo elipsoidal con dimensiones aproximadas de 70 A x 50 

A x 50 A, dándonos un volumen aproximado de 1.75 x105 A3 
. 
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HO.ia 13 C~ 

Hoja [3 A 

FIGURA 4. Diagrama esquemático de la estructura de la ovoalbúmina, la cual ilustra el plegamiento 
tridimensional de las serpinas. La estructura está compuesta de un cuerpo compacto de tres hojas 13 
antipara lelas, denominadas A, B Y C. Estas están rodeadas por hélices a. La cadena polipeptidica está 
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 región roja corresponde al asa con el sitio reactivo (aunque en 
la ovoalbúmina no funciona como tal por poseer una hélice-a). (La numeración se tomo del libro, del 
Introduction to Protein Structure 2" ed, Branden y Tose, 1999., p 111) 
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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 conformación S (stressed).Después de que ocurre el 

corte por la proteasa afin, la serpina se encuentra en un estado 

conformacional relajado o R (relaxed), siendo más estable que la estructura 

nativa. 

Entre las diferencias estructurales presentes en las serpinas, la más 

importante de las conformaciones S-R, es la hoja 0 A, esta se forma por la 

inserción de los residuos del asa con el centro reactivo (Reactive Center 

Loop o RCL) como una nueva hebra 0 denominada hoja 4 A (s4A), la cual 

entra entre las hebras s3A y s5A, que son paralelas para formar un complejo 

de hojas antiparalelas las que son más estables. Como resultado de esta 

inserción de asa, los residuos P1-P1' se separan 70 A. (figura 1). 
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9.-MOVILIDAD DEL ASA CON EL CENTRO REACTIYO y EL 

MEC\.NIS:\IO DE INHIBICIÓN DE LAS 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 inhibición. Para que el asa se pueda unir a su proteasa blanco, esta tiene 

que adoptar una conformación denominada canónica (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 

región muy conservada en el extremo amino, la cual parece ser muy 

importante para el reconocimiento con el centro activo de la proteasa. Existe 

evidencia del comportamiento en mutantes de serpinas, que la inserción de 

uno o más residuos en esta región, puede afectar o modificar la actividad de 

inhibición presente en las serpinas (Skriver et a/., 1991; Hood et a/.,1994; 

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

Asas de inhibición 

(vista estereoscópica) 

/ 

FIGURA 5. Comparación de seis asas del centro reactivo, que muestran la conformación 

conservada llamada conformación canónica. Figura tomada del libro, Serpins: 

Chemistry and Biology of Serpins. Rank Church, el al. Advances in Experimental 

Medicine and Biology.1997.,voI425. p 6. 



La región del asa con el centro reactivo involucrada en la inserción, contiene 

los residuos P20 - P15, Y se le conoce como región de bisagra. Estos residuos 

participan en el movimiento de la hebra ~A, ayudando al resto del asa con el 

centro reactivo a adoptar la conformación final de la misma. La secuencia de 

la región bisagra es altamente conservada en las serpinas que presentan 

capacidad de inhibición, sus residuos de aminoácidos poseen pequeñas 

cadenas laterales, observándose que mutaciones puntuales en esta zona, 

disminuyen la formación de complejos estables de serpina-proteasa (tabla 8). 

Después de la formación inicial del complejo de Michaelis (El), este puede 

dar lugar a un rearreglo conformacional para dar lugar a la formación de un 

complejo inhibitorio final El*, 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 opción es de que ocurra una deacilación 

hidrolítica para dar lugar a la serpina cortada (1') y la enzima activa (E). 

(figura 6). Aunque el complejo estable podria disociarse lentamente para dar 

lugar a la serpina cortada (1'). (Cooperman, et al., 1993; Patston, et al., 1991). 

Las constantes más importantes del mecanismo de inhibición irreversible son 

la constante de formación de un complejo estable (kon) Y la de estequiometría 

de inhibición (SI). 
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FIGURA 6. Esquema de la reacción minlma cinética de la serpina I con la proteasa afin E, 
para la formación de un complejo estable y covalente El·. Se muestra la formación inicial del 
complejo no covalente de Michaelis El, el cual es seguido por la acilación de la enzima para 
formar el complejo inicial acil-enzima [El]. El complejo intermedio [El], puede dar lugar a un 
rearreglo conformacional para dar lugar a la formación de un complejo inhibitorio final El', 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 opción es de que ocurra una 
deacilación hidrolitica para dar lugar a la serpina cortada (1') y la enzima activa (E). Se 
muestra en líneas negras la reacción y en punteadas las posibles rutas altemas. 

La estequiometría de inhibición (SI), es el número de moléculas de serpina 

requeridas para inhibir una molécula de proteasa; esto se determina por las 

proporciones relativas de las dos rutas de inhibición, tal que SI iguala a 

1 +k31k2• Las mutaciones en la región mecánica que funciona como bisagra, 

pueden dar lugar a un marcado descenso en el valor de Kass con un 

incremento en el valor de S!. (Hopkins el al., 1993; Hood el al., 1994; Hopkins 

y Stone.,1995). Estos resultados concuerdan con las mutaciones en la región 

de bisagra, que afectan el valor de la formación de complejos estables desde 

el inicio; por lo que la movilidad de la región bisagra es importante para la 

formación de complejos estables. 
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10.- FOR.\L\CIÓN DEL COllIPLEJO SERPIK-\-PROTE"-\SA, CO­

CRISTALIZ_-\CIÓN DE L-\ al-ANTITRIPSIl'.:.-\ / TRIPSIN.-\. 

El cocristal de la a 1 antitripsina I tripsina es importante, ya que estas son las 

primeras coordenadas cristalográficas del tipo que se obtienen, estas tienen 

el número de acceso al POB, 1EZX. En la figura 7 se muestra un esquema 

de la formación de este complejo. Wright y Scarsdale, 1995, propusieron que 

la inhibición involucraba la inserción del asa con el centro reactivo de la 

serpina, como una nueva hebra \3 A en la molécula, con un desplazamiento 

de polo a polo de la proteasa. No obstante, existia un desacuerdo en cuanto 

a la inserción del asa, ya que existe evidencia de una inserción tanto parcial 

(Picard el al. 1999) como completa (Stratikos y Getlins 1999; Fa. M el al. 

2000) del asa con el centro reactivo. 

En la estructura cristalográfica de la a1-antitripsina podemos ver que existe 

una incorporación total del asa con el centro reactivo. De hecho, la 

conformación de la a1-antitripsina en el complejo se sobrepone o alinea con 

la estructura de la al-antitripsina cortada (Loebermann, 1984) (Root Mean 

Square (RMS) de 0.52 A para todos los e a). Esta estructura fue la base para 

proponer la metaestabilidad de las serpinas (Carrell, 1985). 
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A B 

b 

FIGURA 7 Formación del complejo serpina - proteasa. La figura A muestra a la 0.1- antitripsina en 
su forma nativa con la tripsina alineada en posición de acoplamiento, mientras que en B se muestra 
el complejo con una inserción completa del asa con el centro reactivo en la hoja A . En la parte 
inferior se muestra una figura mas esquemática. 
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FIGURA 8. Modificación del sitio reactivo. El enlace éster y la distorsión del sitio reactivo de 
la tripsina y la metionina 358 es evidente. Del estado 'Inicial (a), al final (b) .EI modelo 
refinado de densidad electrónica (e), muestra la compactación del asa con el centro reactivo, 
que da como resultado la pérdida del hoyo de oxianión y el reemplazo del puente salino 
estabilizante entre el amino N-terminal y Asp 194 de la tripsina con la Lys 328 de la 0:,­
antitripsina. (d), La triada catalitica de la tripsina nativa, es ampliamente distorsionada en el 
complejo, con un cambio de la Ser 195 a la Hls 57, más allá de la proximidad del puente de 
hidrógeno. El acoplamiento está centrado en la Asp 102. 

De la estructura del complejo serpina-proteasa 1 EZX, no se esperaba una 

deformación inducida en la proteasa (Figura 8). Esta perturbación que podria 

ocurrir en el complejo se propuso en estudios previos ( Herve y Ghelis, 1991; 

Kaslik el al 1995; Stavridi el al 1996), mostrando que podría existir una 

pérdida en la estabilidad y un incremento en la vulnerabilidad a proteólisis en 

el complejo. La habilidad de desnaturalizar parcialmente a su proteinasa afín 

es única en las serpinas, y la ventaja que les confiere esta característica es 

hacer al complejo más susceptible a la degradación. 



11.- L\ ESTABILIDAD DEL COMPLEJO PROTEASA-SERPINA 

Comparada con otras familias de inhibidores de proteasas serínicas, los 

complejos de proteasas y serpinas pueden persistir por meses, incluso años 

in vivo (Olson et al, 1995). Antes de que apareciera la primera co-

cristalización de una serpina con su proteasa, existía la duda de si el 

intermediario acil persiste como resultado de la exclusión del agua del sitio 

reactivo de la serpina que se requiere para la hidrólisis, o si la distorsión del 

sitio reactivo es lo que previene la desacilación catalítica. El análisis del 

cocristal excluye la primera opción, ya que en la región adyacente al sitio 

reactivo es incompatible con la exclusión del agua de este sitio. Sin embargo, 

no se observan moléculas de agua en la cercanía del enlace éster o de la 

histidina catalítica 57 (figura 8 a, b). 

En la figura 8 d existe una gran distorsión en el sitio catalítico de la tripsina 

con un movimiento de la Ser 195 a una posición de más de 6 A de su pareja 

catalítica la His 57. Esta proximidad es necesaria, tanto para la desacilación 

catalítica, como para el movimiento de la Ser 195, destruyendo el hoyo de 

oxianión adyacente a esta (N-H de la Gly 193 Y la Ser 195), el cual se 

requiere para la estabilización del estado tetrahédrico de transición. Esta 

modificación es una consecuencia directa del tamaño limitado del asa con el 

centro reactivo, lo cual salva la unión éster de la Ser 195 de la catálisis. 
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12.- LA INTERFA.sE al ANTITRIPSINA-TRIPSI~.-\ 

La interfase serpina-proteasa en el complejo de la a 1 antitripsina / tripsina 

está limitada por dos grandes contactos que contribuyen a la estabilidad del 

complejo, estos son: Lys 328 de la a1-antitripsina, el cual forma un puente 

salino con el Asp 194 (FIGURA 8 c), y la Asn 314, la cual forma tres puentes 

de hidrógeno con los oxígenos del carbonilo de la cadena principal en la 

tripsina. Estas interacciones no son únicas para la tripsina y son las que 

ayudan en la estabilización de los complejos serpina-proteasa en los 

miembros de la familia. (FIGURA 9). 

La distorsión de la Ser 195 está ligada a la pérdida del ordenamiento de la 

molécula de tripsina, los factores más importantes 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 

proteínas metaestables, ya que a partir de que la energía se libera (posterior 

al corte), el complejo resultante es una molécula hiperestable en términos 

energéticos. De esta manera, el acoplamiento estérico de las dos estructuras 

provoca un colapso importante en la estructura de la tripsina. 
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FIGURA 9. Se muestra la intertase que forman la serpina (0.1- antitripsina) (arriba) y su 
proteasa afin (tripslna) (abaJo). Solo se muestra la superticie molecular en la Intertase, 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 llevó a cabo con el programa GRASP. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evaluó la relación 

evolutiva del grupo, utilizando un enfoque estructural, ya que pese a 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 acción de estas proteínas es muy 

conservado. 

Con base en lo anterior, propusimos la siguiente hipótesis: 

HIPÓTESIS 

Al ser las serpinas una superfamilia de proteínas muy diferentes a nivel 

de estructura primaria, pero muy conservadas a nivel conformacional, el 

enfoque evolutivo estructural nos permitirá evaluar la relación estructura -

función de los diferentes grupos de la familia. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

• Analizar la relación 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 árboles filogenéticos, 

ponderó con mapas de isopotencial electrostático de cada uno de los 

cristales de serpinas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Generar una base de datos que contenga las serpinas secuenciadas a 

la fecha, así como de los cristales de serpinas. 

• Llevar a cabo los siguientes alineamientos estructurales de las 

serpinas: 

a) Un alineamiento de estructura primaria. 

b) Un alineamiento conformacional de estructura secundaria. 

e) Un alineamiento general, basados en el alineamiento conformacional. 

• Calcular los mapas de isopotencial electrostático, a partir de las 

coordenadas cristalográficas de las serpinas. 



DISEÑO EXPERIMENTAL 

CRISTALES 
Búsqueda con BLASTp de las serpinas 

reportadas en el POB 

Verificación de las coordenadas de las 
serpinas. 

Clasificación de las serpinas obtenidas 
en cortadas (asa con el centro reactivo 

cortada) y no cortadas (asa con el centro 
reactivo intacta) 

Alineamiento conformacional para 
obtener RMS y alineamiento de 

secuencia con la información de las 
estructuras secundarias. 

Conversión del alineamiento 
conformacional a formato de Clustalw. 

a) Cálculo del árbol filogenético y 
confiabilidad del mismo. 

SECl'E:\CIAS 

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

aminoácidos 

Obtención de las secuencias únicas de 
las serpinas. 

-

Construcción del cladograma, tomando en cuenta como patrón el 
alineamiento conformacional y añadiendo las secuencias de todas las 

serpinas. 

Análisis de las proyecciones de potencial 
electrostático en las superficies 

moleculares y mapas de densidad 
electrostática. 

b) Alineamiento de las estructuras 
primarias de los cristales. Cálculo del 
árbol filogenético y confiabilidad del 

mismo. 

cálculo de conflabilldad del 
cladograma. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

ICristales 

1.- Se llevó a cabo una búsqueda tipo Blastp (Basic Local 
Alignment Search Tool) para proteínas en la página del National Center 

of Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1990) tomando 
como sonda la serpina del POB 1 HLE (Inhibidor de la elastasa de 

leucocitos de caballo) para obtener las diferentes coordenadas 
cristalográficas de serpinas depositadas en el Protein Oata Bank 

(POB). 

2.- Se tomaron los números de acceso para posteriormente obtener 
cada una de las coordenadas cristalográficas, verificando de manera 
visual cada uno de estos con la ayuda del programa Swisspdb Viewer 

3.7 (Guex y Peitsch., 1999). 
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3.- Se utilizó la secuencia primaria (obtenida de las coordenadas 

cristalográficas) como sonda para realizar una búsqueda cruzada en el 

POB . 
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4.- De la búsqueda anterior se obtuvieron 27 estructuras. Si la celda 
unitaria presentaba más de dos moléculas se procedió 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 grupos de cristales de serpinas, esto con los parámetros Magic 

fit, e Iterative Magic Fit, además de generar los alineamientos de 
cada uno de los 32 cristales con el parámetro Generate Estructural 

Alignment. Con el objeto tanto de obtener el menor RMS X 
(promedio), como el mejor alineamiento estructural con un mayor 

número de aminoácidos idénticos y similares . 

• -- •• _ •• ___ o .---••• ";':::--=--="-=--'-=--=-=-'-=-='--=~==.c.c::::.::-=--"=---=--= .. -= ...... = _____ ._ , ¡ 
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6.- El mejor alineamiento estructural, así como uno de los RMS X 
menores fue el del cristal1AS4. Este alineamiento estructural se pasó 
al formato del alineamiento del programa Clustalw 1.7, (Thompson, el 

al., 1994) para posteriormente llevar a cabo el cálculo del 
correspondiente árbol filogenético, la confiabilidad de los árboles se 

ensayó sometiéndolo a 100 ciclos de Bootstrap en el mismo programa . 
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1/ Secuencias 

:===================================================~~ 
ti 
'1 

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

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul el al., 
1990), se utilizaron las secuencias primarias derivadas de las 

coordenadas cristalográficas como sonda para asegurar la no omisión y 
repetición de alguna secuencia, este proceso se hizo iterativo hasta que 

no se obtuvo una nueva secuencia. 
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_____________ ~ __________ ,_,___ _._ - .J 

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

.1 
• 

1 
" i I 

_o, J 1 
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: I Para el alineamiento estructural se utilizó como semilla el alineamiento . I 
del 1 as4, y se alinearon todas las secuencias contra este en el programa ti 

Clustalw 1.7 (Thompson el al., 1994), se calculó el correspondiente . il , 
cladograma y se ensayó su confiabilidad sometiéndolo a 100 ciclos de , 
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11/ Mapas de isopotencial electrostático 

Los mapas de isopotencial electrostático, se llevaron a cabo 
utilizando el programa Grasp versión 2.11, con las coordenadas 

cristalográficas de las serpinas encontradas, calculando primero la 
Superficie Molecular con un radio de 1.4 A y después el potencial 

electrostático con la ecuación lineal de Poisson-Boltzmann, 
resolviéndola cíclicamente hasta alcanzar la convergencia 

electrostática. El número de ciclos para alcanzar la convergencia se 
determinó por el mismo programa. 

Alineamientos de Secuencias 

El alineamiento estructural, se llevó a cabo con la ayuda del programa 

Swisspdb Viewer 3.7 (Guex y Peitsch., 1999), con las coordenadas 

cristalográficas de las 32 serpinas, mediante los parámetros Magic Fit (Este 

procedimiento escogerá automáticamente los mejores pares de carbones ex 

de los aminoácidos equivalentes en las cadenas y las alineará en un 

procedimiento tridimensional), e Iteractive Magic Fit (este procedimiento es 

como el anterior. solo que las desviaciones de RMS serán minimizadas), así 

como el de Generate Estructural Aligment (esta herramienta encontrará los 

aminoácidos relacionados espacialmente y pondrá los espacios apropiados 

en el alineamiento de las secuencias). De esta manera se obtendrá tanto una 

tabla tanto de RMS general como una para cada grupo. 

Por otro lado, los alineamientos múltiples de las secuencias de aminoácidos 

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

-- -, 



1994) con una matriz BLOSUM, utilizando los parámetros, Open Gap Penalty 

10.00 y Extensión Gap Penalty 0.05. 

Árboles 

Para la visualización de los árboles filogenéticos se utilizaron los programas 

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



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Base de datos de los cristales 

En la tabla 3, se enlista la base de datos de los cristales de serpinas que 

se formó a partir de la búsqueda de Blast en el National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (Altschul el al., 1990). Se calcularon los 

Mapas de Isopotencial Electrostático (MIPEs), a partir de las coordenadas 

cristalográficas de las serpinas, utilizando como sonda al inhibidor de la 

elastasa de leucocitos (1 HlE). De esta manera se obtuvieron las 

coordenadas cristalográficas de las serpinas depositadas en el POB, las 

cuales se verificaron de manera visual con el programa Swisspdb Viewer 

3.7, separando las moléculas que presentaban dímeros 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 formó 

mediante Blast en el NCBI con el parámetro no redundante (nr) y 

utilizando las secuencias primarias derivadas de las coordenadas 

cristalográficas como sonda para asegurar la no omisión y repetición de 

alguna secuencia. Removiendo las secuencias redundantes, los 

fragmentos y las patentes. 

Root Mean Square (RMS). 

Los resultados del cálculo 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 cristalográficas de las 

diferentes serpinas. Para llevar a cabo comparación entre los grupos 

existentes de cristales, se hizo un segundo cálculo de RMS, esta vez 

tomando 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 la Tabla 6. 



Grupo 

ANTITROMBINAS 

lNHIBIDORES DEL 
ACTlVADOR DEL 
PLASMlNOGENO 

a 1- ANTITRIPSINAS 

al­
ANTlQUlM10TR1PSl 
NAS 

TABLA 6 

RMS DE LOS GRUPOS DE CRISTALES 

RMS 
promedio del 
alineamiento 

enÁ. 
lath-b 
0.717 
9pai 
0.84 

7 api 
0.486 

4caa 
0.442 

Residuos 
Promedio 

428 

378 

368 

356 

aa aa 
idénticos similares 

(*) (.) 

9 40 

49 81 

198 25 

316 2 

%de 
identidad 

total 

11.42 

34.3 

60.6 

89.32 

Tabla 6. Muestra el RMS promedio del mejor alineamiento estructural de cada grupo. En la distancia promedio en A 
se muestra arriba el número de acceso al POS de la proteína contra la cual se alinearon los otros miembros del 
grupo. No se presentan Jos tres grupos restantes ya que solo cuentan con un solo representante (1HLE, 1 OVA y 
1SEK). 

Para poder comparar los dos alineamientos (el estructural y el de 

secuencias), se identificaron los aminoácidos conservados, en este caso 

idénticos, en ambos alineamientos, generando una tabla de secuencias 

consenso (Tabla 7). 
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TABLA DE CRISTALES CUYAS COORDENADAS CRISTALOGRÁFICAS SE UTILIZARON PARA 
LLEVAR A CABO EL ALll'o"EAMIENTO ESTRUCTURAL. 

Clasificación Rtso . Resíd PM . .. . 
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lnhlbldor del act" ;ldor 
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lnhlb,d(lr delac!l\ ador 
del pla,;mmogeno TIpo 
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Inhlb,dor delact" ador 
oel pla$minogeno TIpo 
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Inhib,dor dd OC1" "do: 
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2ACH Horno saplel/S 

KAA Horno saplen5 

4CAA Horno soplens 

Horno saplens 

IKCT Homo '<lIplClI5 

lPSi 

lQLP Homo saplens 

]QMB Homo sapiens 

7AP! Homo saplCns 

9>\P¡ Hamo SapIC1/S 

lA7C Homo sapu:J1$ 

lB3K Homosopums 

lCSG Horno sapiens 

lOB2 Hamo saplcns 

9PA! Homo S(I/Ilcns 

Homo sapicl/s 

Horno sapll:tls 

lA11-lj" Horno SlIl"cns 
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Homo SlIplClrs 
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\Ht..E 
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NC 

NC 

NC 
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C 
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NC 

C 

NC 

C 

NO 

C 

NC 

C 

NC 
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NC 

C 

C 

NC 

NC 

Mutada A349R 
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M3741. S3S1A 
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Synommos 
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prolcmasa. ·1· 
Anllprotelflasa 
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(Lul..acs el al 
1998\ 

(Goop:u et al 
.20(0) 

( Batunarlll el al 
.1991) 

(LuJ...acs el al 
.1998) 

(Lukacs et al • 
1996) 

(R~'Uela! .19961 

(Song el al 
1995) 

(Elholt el al 
1996) 

(EIlIO!: por 
pubilcar) 

(Huntmglon el 

al.1999) 
(Engh el al . 

1989) 
(En:r, el al. 

¡<;'s9) 

(Xueelai 1998) 

(Sharp el al, 
1999) 

(Tuc\..~r ~t 

ai 1995) 

( :\ar e: ai 1000) 

I ... ~ngeer:5 e¡ al 
~ 9951 

l emell el al 
19'1.l¡ 

I Sdlrcud~r el al, 
]99.!] 

(Moure: el ~I 

,(,,';;3) 

( JlI, ~l ,1: ]{)9i) 

(SJ,.lIIner e: 3] > 

!99Sj 

(BJll1l1Jnn el al . 
]9<)::) 

(Steln el:ll, 
]991\ 

(l. el JI. 19(19) 

Muestra los ~9 cfI$taJes oblenldos en el PDS mediante Dlfrac~lOn dc rayos X. se pueden vcr el nombre completo de la protema . el mnTIcro de acceso o GI. el ¡\ombre cle1\lIfieo 
l!\lSmo. la leCIltC3 ulIltzada, 13 resolución, el valor R. la cadena:- .::1 número de reSIduos. su peso Molecular. el poreentaJc de ltoJa~ -13 y ht:hees-a, el estado cn el que ~c cncucntra la 
a. la clasdieaclOn : alguna~ not3S 
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TABLA 4 
SECUENCIAS DE SERPINAS UTILIZADAS PARA LLEVAR A CABO TA="TO EL 

ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL COMO EL A"iÁLISIS FILOGENÉTICO . 

• # DE ACCESO (GIJ NOMBRE ORGANISMO 

137S12S SERPIN ! TQSACCa HORN\','::=<:M 

1378122 SERPII'I, l/TOBAceo HORM.,(;::;:M 

1378126 SERPJN ''rOSAcea HORM'''O~ 

1378131 SERPIN 1JTOBACCO HORNI'.'ORM 

1378125 $ERPIN t'TOBACCO HORW,':¡'l:M 

, 
'378130 SERPlN 1 -rOBAceo HORN':,O=<:M 

'378132 

l " 
" 
" 

~378127 

1378133 

SERPlt'( 1,TOBACCO riORN\',:Y'lM 

SERPJN 1 TOBA ceo HORM', O~\1 

1378128 

137812.4 

SERPIN liTOBACCO HORM':om 

SERPIt. l/TQBACeO HQRN'.'. O~M 

" 241584 AN"rCHYMOTRYPSIN ti B::;-/)yx mon 

" 2149091 SERPIN-2 

" 6572145 SERINE PROTEASE INHISITOR 5;:::;:"IN·2 

" $572147 SERINE PRCTEi>.SE INH<e:TOR IS:::=<PIN·~ 

" 5572143 SERINE I"RQ,,,INASE INHIBITQR SERPIN.', 

" 
€572153 SERINE ?ROTEASE INHISiTOR (S="PIN-6. 

" €572149 SERINE ?ROTEASE IN'-lIBITOR ,S=:,<PIN_4 

" 6{l02108 S:::RPIN PUTATIVE 

" 6OD2110 SE.RPIN PU7ATIVE 

" 6002112 S:::RPIN PUTATIVE 

" 
" @3¡¡ik'#lñ'-•• n3.\#l:::Wiii;ii:jii·!·1t.~3·¡¡¡ItM 

" 5911717 RemovrdO a ¡¡ellcmn del A_-~' 

" 583741 ANTITHROMSIN ,11 

" 1168462 ANTITHROMSIN·I!I 8:s laulus 

" -:972629 SERPIN·lIKE PROTEIr-: 

" 510194 ZG·21P 

" I/ .. S ",usculus 

" ~263B19 PUTATIVE SERPIN 

" 2160141 STRONG SIMILAR!TY TOTRITICUM A!ó$T IUM S=.":>IN 

33 6%2102 F22C1221 

" 3235344 SIMILAR TO S!:RPIN GENE HO~.'::~OG G8 

" 5592103 

36 -:557253 P.;TATIVE SERPiN 

" ~739364 PI_m .. TIVE SERPIN 

3$ PlN-llKE PRO,EIN 

39 T2E614 

" PUTATIVE SEf1.P1N 

" 3SOS129 PUTATIVE SEI<PIN 

., :::'130110 SERPIN ANTITHROMBIN III 

" 1S85350 SERPIN 

" SERPIN 

" SERPIN 

" SERPIN TRVPSIN INHIBITORY 

" PROTEIN:: (::~\ (MAJOR (NX5P;:"",' :',91.:','''' 
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" 
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" 
'" 
" 
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" 
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" 
00 

" 
re 

100612 

1310677 

1197577 

10071 

6630090 

243556:l 

,,,"" 
5163416 

mm; 

" .. " 
13113903 

66SS780 

,109895 

6678,01 

1709896 

417,as 

481621 

"', .. 
46<'410 

129581 

239a729 

266730 

1352712 

266995 

aa?465 

6677859 

60,85,0 

6018506 

591\3<>9 

4826002 

3098615 

129293 

129294 

129295 

129296 

4505149 

~ 

134823 

222703 

476328 

~09OS2a 

592'':'8 

416330 

464797 

1174422 

134826 

.333.4643 

12Jl~3 

~64798 

4000sz1 

5565900 

PROTEINZ4 

?ROTE/N Z-TYPE SERPIN 

SERPIN (CAPAClTY OF CHYMOTRvo>$IN INHISITION) 

PROTEINZX 

Sl'MIlAK TO SERPIN- WHEAT 

CONTAIN$ SlMIlARJ7Y TO PFAM 00UAtN PF00079 (SERPIN) 

CONTAINS StMlLAR!TYTO PFAM DOMAIN PFOO079 (SERPIN) 

SERPIN -PLA.CENTAL THROMSIN INI-:181TOR (CAP) 

KQMOLOGUE OF HUMAN l"RO"íEINI.SE INHISrrOR 6 (PI-6) 

SERINE PROTEINASE lNHISiTOR 8·43 

CYTOPLASMIC ANTIPROTEIW\SE 2 (CAP2) 

SERINE PRQTEASE INH!SITOR 6 

CYTO?I..ASMIC ANTIPROTEINASE 3 (CAP3) 

LEl))(ocY'TE EtASTASE ¡l'.'li!SffOR (LE!) 

SERPIN -PIG(a5Up¡:'RFAMIL y A'lTITHROMSIN 111) 

LEUKOCYTE. ELASTASE :NHIBITOR 

LEUKOCYTE ELASTASE INHlBITOR (LEI) 

PLASM¡NQGEN ACTIVATOR INHTSITOR_2 

EXPRESSlON Of THE MURINE PAJ·2 GENE 

PLASMINOGEN ACTIVATOR INI'\18ITOR-2 

PLASMINOGENACTlVATOR INHIBITOR-2. PLACENTAL 

SQUAMQUS CEU. CARCINOMA AtrnGEN 1 (SCCA-1) 

LEUPIN 

SOUAMOUS C!'::LL CARCINOMA AlIollGEN.2 (SCCA·2) 

HURPIN 

HURPIN 

I-IE .... DPIN 

PROTEASE INHISITOR 10 (OVALBUMlN TYPE 80MAPIN) 

HETEROCHRQMATIN.ASSOCIATfOPROTEIN MENT 

(PI.AKALSUMIN) (GAl O 11) 

OVAL8UMIN 

GENE X PRQrEIN IOVAL8L1MIN-RELATED} 

GENE Y PROTEIN (OV .... L8UMIN·RELATED) 

MES .... NGIUM PREOOMINANT GENE. MEGSIN 

@l.ii:f§jjlti;¡¡:;¡ii.'-f1íI@Iil\ 

SERINE PROTEINASE INHI81TOR 1 

SER~ PROrEINASE INHI81T0Fl 

$ERPIN·LIKE PROTEIN 

SERPIN C14R 

NUCLf:OTIOE SEQUENCf OF XHOI O FRAGMENT OF ECTROMELlA VIRUS 

SERPIN.LIKE PROTEIN 

SERIN!; PROTErNASE INHIBITOR 1 

SERINE PROTEINASE rNHI81TOR 2 

SERINE PROTEINASE INHI81TOR Z 

SERPIN 

HEMORRHAGE·INOUCING Je KO PROTEIN 

SERINE PROTEINASE INHIBlrOR.2 

SERPIN C1R 

SERINE PROTEINASE: INHI6ITOr:: SEFlP2 

HorcIeum vulgare 

Hordeum vulgare 

HOIdeum vulgare 

HO!deum vulgare 

Oryza salIva 

caenQ(hab<iWs elegans 

caenorhabdl/ls eJegans 

"'Iw"arrtrra cunea 

Drosoph,la me/anogaSler 

Horno sapJenS 

MusmuSClllus 

80s lillJrus 

Horno S8piens 

Mus mU$Culus 

Horno sap¡ens 

Sus scrofa 

Sus scrofa dD/11(!stlCa 

Horno sapJens 

Equus caf.!allus 

MuS musculus 

Mus mustulus 

Rattus norveglcuS 

Hornosaprens 

Horno sap","os 

Horno saplftnS 

Mus musculus 

Horno saplens 

Horno saprens 

Homo sap¡ens 

Hornosaprens 

Gilllusr;ililu$ 

G811us r;allus 

columrx ¡apofllca 

Gil//<JS gil!lus 

Gilllu$ gal/us 

Hornosaf}JCnS 

H()m()s;¡p.ens 

V;¡CClflIa vrrus (SlfBIfl Copenfl<Jgenl 

V~ccrma ~IfUS 

R~O/)r/pox VIIuS 

Ectromella VIfUS 

E:clfornella VlfuS 

Cowpo. VIfUS 

VillrOlJ INuS 

RlIDf)llpox 'o'lIUS 

VlIcc¡'n,!l vrrus (Slrorn WR) 

Eclrorneha WIUS 

CowpPJ< WuS 

vmlOla Vlfu$ 

EwomeJ.~ wll1S 

My.","~ v""s 
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'" 
l32 

'o> 

'" 
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'" 
'" 
13S 

'" 
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'" 
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'" 
'" 
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1537066 

6578674 -3132621 

3132623 

2143953 

~ 

3023206 

'14299 

1003846 

164291 

4126465 

115852 

6689884 

13~483 

546321 

439153 

213046 

283798 

~2.B4S1 

""'" 
127407 

476105 

6524006 

2337922 

2144993 

1888432 

6957493 

1016710 

7271542 

7271538 

1271508 

72i1702 

29535 

555731 

436016 

1732049 

1144299 

6755444 

:275$01 

¡¡;¡m 

""'" 
93214 

134829 

2772570 

46-1799 

2115124 

134828 

SERP2 

SERPIN (SERP-2) 

AA6Mi##NYiiliMí%W*íf§I#U\-¡ 

HEPARIN COFACTOR 11 

HEPARIN CO!'ACTOR 11 

REGENERATION ASSOCIATED SERPIN-l 

ml!·!ml¡il!ilal~U .. i~:l 

,,- .. '-ANTAAYPS!N 

ANTITHRQMSIN-III HOMOLOG 

"- ,' .. ANTIPROT¡;INASE PRECURSOR 

".1 PROTEINASE INHISITOR 

<1. -l-ANTIPROTEINASE 

CORTICOSTERQID-BINOING GI..OBULlN (CBG) 

ENDOPIN 1 

SERINE PROTEASE lNHIBITOR:2 1 

PRQTEIN e INHIBITOR 

SERINE PROTE.ASE INHIBITOR 

"" -, AN'tITRVPSIN 

ESTROGEN-RE:GUl.ATED PROTEIN EPIS 

SER>'IN 

UTERINE MllK PROTEIN 

M-Te PROTEIN 

RECEPIN 

M1S2R 

SE:RP-l 

M9-R PROTEIN 

SE:RPIN-1_LlKE PROTEIN 

TACHYZOITE SE:RINE PROTEINA5E INHIBITOR 

MEC-9L 

ORF FPV044 SERPIN GENE FAMIL Y PROTEIN 

ORF FPV040 $ERPIN GENE FAMIL Y PROTEIN 

ORF FPV010 $ERPIN GEN" FAMIL Y PROTEIN 

ORF FPV'204 $E:RPIN GENE FAMIL Y PROTEIN 

CIINHI61TOR 

SERPIN 

SERPIN 

EPC-l 

PIGMENT EPITHELlUM·DERIVED FACTOR 

$TROMAL CELL DERIVED FACTOR 3 

SERPIN 

~ tia-! '*"U*'.''':j:¡·l.¡¡::@ 
PR091<,SLE PRQTE\N<>,SE INH\SlTOR _ RI<,991T PlASM\D 

MAP1 PROTEIN 

SERINE PROTEINAS!:. INHI91TOR 3 

SERPIN $PI-3 

SERINE pAOTEINA$E INHIBITOR 3 

H.l~_e 

$ERINE PROTEINA$E INHI81TOR 3 

Myxo/lUl VIrus 

Rat>b!t (¡/)roma VIl"US 

S~ YlfUS í$TRAIN KASlA) 

Xenopus IaeVJ$ 

GaUusg8l1us 

Ratt,.s norveglCVS 

Orycto/agUs cumc,;llIs 

Musm(lS\;Ulus 

Fowlpox virus (¡$Ola/e HP_438[Munrch}) 

Menones ungUlculatus 

D<deJ¡JhlS vlrg'nlan<l 

Xenopus leeVl$ 

Oryr;tolaqus cUnlculus 

Bosfaurus 

Rattus nOrvegJCIJ5 

Homosap¡ens 

Cyprim.Js carpoo 

eyprmus carpK! 

Xenopus lae,,¡s 

Soslall1us 

Ov/salles 

Myxomi.! ""'~s I$lram Lausanne) 

Horno sapoens 

Myxoma ""liS 

M¡xCll1a "orus 

Myxoma '1/1<1S (stram Lausanne) 

murme herpeS'ljfus 66 

Toxop:asma gond/j 

caenomarxioros elegans 

Fowlpoxwr<ls 

Fow/(JOX ""US 

FOW/(JoX "",US 

Fowlwx "",us 

Homo Sil(Jo~ns 

scno$1osoma ¡iJconocurn 

scf¡¡srosomil manSOflI 

Homo saCIf.ms 

Horno s~p,efls 

MuS m<lscul<lS 

pelromyzon mrJflflUS 

D"flIoreflO 

O~IOIil9Us c,on,clllllS 

MYAom;:r ~lfUS fStr,om L,ous.,nfle,'·0147 

V.octlflla "j(US (slr.om WR) 

VaccJnla v.fUS 

VlJIli)/;:r ViruS 

Ecuomeka ""'''$ 

V.xconlD VIruS rSlr/,lo~ Copcnf!ngcn) 

Tabla 4 Las ~¡;cu¡;ncia~ ¡;n I.!stc estudio se ohtu\ leron de un;) búsqucda dc Blasty. del NCBI (National CCI1!er Cm BlolCdmolog) 
Inform:1tion ) (A1t~;,i1ul el (11. 1990) Las secucnclas que se muestran en cst::! tabla, se encucntran orgal1l7adas. coma ap:lIe'::CIl I.!I1 el 
Cl:Idogram<l 3 ad~'!ll:í~ dI.! qul.! se lIldlCa c! grupo cClnformacionaJ al que se encuentr:l.n rdaci()!1adas 
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________ • ~,~~~ u • .., .... "-"1 "al IV V'H'.a} \:XIlH\:lIl\:~ t:llLIt: IU~ aIlIlt:aIIUeIllU~ eSlruClurales. 

í 
_. - --- -- .- - --- . -- " --- > --- _. -. _. --

1m! ¡¡;mm !!m m m 1atu 1kct 1p!ll 1qlp 1qmb 7apl 9apl mm mm imIl m iiI!liII 1ánll 1anlt: ~¡ltll<i 1athb 1itta 1atxl 1abcL: 1br8/ 1br8L illIn -1sek 

mm o 079 0.7 052 067 162 156 134 133 094 092 0,89 126 130 139 146 1,33 133 1 01 126 0,99 108 1,37 103 104 105 0,93 1.09 1,36 

IIliWI! 079 o 101 07 094 162 168 1 45 137 1 17 1 12 113 1 41 1 44 165 182 153 137 1,11 134 112 12' 137 1.19 123 12 1.22 12 1.33 

!lm 07 1 01 o 086 o 1 G 161 137 L29 096 097 095 123 142 1.37 143 1,27 126 104 1.24 1 1,09 132 10n 097 198 095 112 ;'35 

I EliEEI 052 07 086 o 06 167 159 152 146 105 094 096 129 14 145 145 141 137 102 1.3 1 115 133 104 1.12 106 1,09 126 139 

I :mJ 067 094 06 070 o 16 165 135 137 104 1 1 131 146 146 t 45 135 125 103 1 2 1 01 11 128 112 104 112 094 109 131 

I hlu 162 162 16 1 67 1 6 o 153 13 13 14 1 " 145 1 72 155 213 157 166 164 165 158 162 167 162 192 1 64 168 156 149 158 
--

i lkcl 156 168 161 1.59 165 153 o 131 133 1 51 1 51 153 172 166 222 162 172 16 168 155 1.62 162 16 165 169 164 169 155 16 

lpsl 1.34 145 137 152 135 13 1,31 o 054 099 106 103 1,55 1.39 2.23 143 1.56 14 139 138 1.57 154 125 215 164 152 138 1.2 13 

lqJp 133 137 129 146 1_37 1.3 133 054 o 098 1.04 104 159 139 221 138 152 142 1,54 1,32 156 157 1.24 1.51 153 1,51 138 113 127 

lqmb 0.94 117 096 1.05 1.04 14 151 099 098 o 0.65 062 125 128 132 134 128 134 121 137 118 1 17 129 119 119 122 097 114 1 4 

t 7¡¡pl 092 1-12 097 0_94 1 lAl 151 1_06 104 065 o 025 125 1 41 141 148 134 138 115 133 117 115 134 1 17 112 123 102 124 146 

9apl 089 113 095 096 1 1 45 153 103 104 062 025 o 126 1 4 139 143 131 138 119 1.33 1.14 114 136 116 l06 12 099 128 143 

[m! 126 lA1 123 129 1 31 172 172 155 159 125 125 1.26 o 116 078 108 073 138 136 14 134 126 144 136 1.28 1.38 124 157 1.45 

Imm 139 144 142 14 lA6 1.55 166 139 139 128 1 41 14 116 o 116 0.65 1 139 144 139 142 1.33 136 137 139 143 1 3 1 37 132 

\Ufll 139 165 137 145 146 213 222 223 221 132 1 41 139 o 7B 116 o 1 061 144 143 146 142 137 149 1,35 1 51 143 132 155 1,54 

¡mm lA6 182 143 145 145 157 162 143 1.38 134 148 143 108 065 1 o 084 142 148 137 lA7 1.36 1 31 138 135 lA 127 1,38 131 

! ¡¡;rn 133 153 127 1 41 1.35 166 1 72 156 152 128 1 34 1 31 073 1 0,61 0.84 o 142 14 1 41 137 13 151 134 136 135 121 139 15 

1
1anll 133 1 37 126 137 125 164 lB 14 1 42 134 138 138 138 139 144 142 142 o 119 056 111 117 112 121 1 12 122 134 129 

i bnlL 101 111 1.04 L02 103 165 168 139 1.54 121 115 119 136 144 143 148 14 1.19 o 11 052 077 1 3 076 09 067 106 128 1.29 

1311la 126 134 1 24 1 3 12 158 1.55 138 1.32 137 133 133 14 139 1.46 1.37 1,41 056 11 o 1.05 1,05 105 118 1.52 1,11 1.15 127 1.18 

bthb 099 112 1 1 101 162 162 L5? 156 118 117 114 134 142 1.42 147 137 111 052 105 o 064 122 058 0.71 0.57 099 11 131 

¡hila 108 124 1.09 U5 11 167 162 154 i.57 1 17 1.15 114 126 133 137 136 1.3 117 077 105 064 O 122 08 08 077 098 134 134 

1.lazxl 137 137 132 1.33 128 L62 1.6 125 124 1.29 134 136 144 136 149 131 151 112 13 105 122 122 O 129 114 1.24 1.1 104 117 

\hUL 103 1.19 109 104 112 192 165 215 151 119 117 1.16 136 137 135 138 1.34 1.21 076 118 0.58 0.8 1.29 O 0.92 0,64 113 133 2.18 

I 1br81 104 123 0.97 112 104 164 169 164 153 119 112 106 128 139 1 51 135 136 1 09 152 071 08 114 092 O 075 089 1 48 1 31 

; 1braL LOS 12 108 1.06 1 12 168 164 152 151 122 123 12 138 143 143 14 135 12 067 111 057 077 124 064 075 O 107 131 134 

!um; 093 122 095 109 094 156 169 1_38 138 097 102 099 124 13 132 127 121 122 1.{.l6 115 099 098 1 1 113 0.89 107 O 102 132 

1- 109 12 112 126 109 149 1.55 12 113 114 124 128 1 57 137 1.55 138 139 134 128 127 1.1 13' 104 1.33 148 131 102 O 1.18 

j lsek 136 133 135 139 131 158 16 13 127 14 146 143 1 45 132 154 131 15 129 129 118 131 134 117 218 131 134 132 118 O 

I Sum rr!!m 3956 3553 36.68 35.23 4965 5038 4336 4229 359 3578 3556 412 4191 4551 4211 4109 3999 3629 391 34,98 3601 4024 3842 3676 3653 3545 3937 4294 

, X il\l;¡:j 1236 1 110 1 146 1 101 1552 1574 1355 1322 1122 1 118 1111 1288 1310 1422 1316 1284 1250 1 134 1222 1093 1125 1258 1201 1149 1142 1108 1230 1342 

: S ~ 0329 0307 0336 037 0322 0325 0386 0358 029 0331 0332 032 0294 0436 0322 0333 0296 0343 0296 0367 0337 0269 0424 034<1 03<19 0278 027 0303 

Tabla S. Root Mean Square (RMS), calculada con Swisspdb Viewcr. Se J1luestran las distancias en Á existentes entre los 29 alineamientos de los cristales. En (as tres últimas 
fi las se muestran los dalos estadísticos (media y desviación estándar), en gl is lus datos del mejor al ineamiento estructural de la l as4 (a 1- AnllquillllotI lpsina). 



TABLA 7 

CONSERVACiÓN DE RESIDUOS TANTO DEL ALINEAMIENTO REALIZADO CON 
SWISS PDB VIEWER COMO CON EL PROGRAMA CLUST ALW. 

(a) Alineamiento Estructural (b) Alineamiento de secuencias 
Llevado a cabo con el programa Lleyado a cabo con el programa 

Swiss Pdb Vie".r 3.7 CIDstalw 1.7 
Guex v Peitsch .• 1999) Thom son etal •• 1994) 

Número de Aminoácido Estructura 
Residuo secundaria en la 

Consenso que se ubica 

1 F Hélice-a 

18 N Asa 

173 1 Hélice-a 

174 N Hélice-a 

181 T Asa 

206 V Hebra-¡3 

207 N Hebra-¡3 

211 F Hebra-¡3 

215 W Hebra-¡3 

219 F Asa 

229 F Hebra-¡3 

242 M Hebra-¡'1 

287 P Hebra-¡3 

339 P Hebra-¡3 

353 L Hélice-a 

362 F Asa 

402 E Hebra-¡3 

17 aminoácidos (*) 
45 similares (.) 

Identidad total del 13.57%. 

Número de residuo Aminoácido 
consenso 

1 F 

18 N 

126 F 
137 1 

138 N 

145 T 
149 1 

167 V 

168 N 

172 F 

176 W 

180 F 

190 F 

203 M 

242 P 

289 P 

298 L 

307 F 

340 E 

342 G 

20 aminoácidos (*) 
87 similares (.) 

Identidad total del 26.7%. 

Tabla7. Se muestran los residuos consenso de cada uno de los almeamlentos (el alineamiento esn'Uctural y el 
de secuencias), en el alineamiento estructural se indica en que tipo de eStructura secundaria se encuentTa dicho 
residuo. La numeración se tomó en cuenta desde el primer aminoácido consenso; en los dos alineamientos, 
corresponde al aminoácido fcnilalanina. 
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Al ineamiento Estructural. 

El mejor alineamiento estructural se obtuvo a partir de la proteína 1 as4 (a 1-

Antiquimiotripsina de Horno sapíens) ya que presentó el menor valor de RMS 

promedio, así como el mayor número de aminoácidos idénticos (*) y similares 

('l, y por lo tanto con una mayor identidad total (Ver Alineamiento 1 y Tabla 

7). Este alineamiento de 457 residuos presentó un puntaje de similitud de 17 

aminoácidos idénticos (*) y 45 similares (.), lo cual da una identidad total del 

13.57% y un RMS final de 1.094 A, con una desviación estándar 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 llevó a cabo mediante el programa Clustalw 1.7, esta 

vez sin tomar en cuenta la estructura tridimensional, a partir de las 29 

secuencias provenientes de las coordenadas cristalográficas, es decir, 

utilizando solamente la información de la estructura primaria de las proteinas. 

Este alineamiento, en los 400 residuos presenta un puntaje de 20 

aminoácidos idénticos (*) y 87 similares (.), con una identidad total del 26.7%. 

Asimismo, no respeta las regiones estructurales (como hélices-a y hebras-~ 

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



Alineamientos 

Aunque el mejor alineamiento estructural resultó ser el de la a1-

antiqumiotripsina (1AS4; Tabla 5), los 28 alineamientos restantes fueron 

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

nos sugiere que la estructura tridimensional se conserva muy bien, ya que los 

carbones a, 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 a1- antiquimiotripsina (1AS4; 

alineamiento 1), pudimos observar que se conservaron las zonas de estructura 

secundaria, como las hélices a, las hebras ~ y las asas. En este alineamiento 

estructural 17 sitios mostraron una conservación del 100% [marcados en el 

alineamiento por un asterisco, (*»). Asimismo, pudimos observar que existen 

45 sitios que están substituidos por aminoácidos equivalentes, conservando 

sus características fisícoquímicas, estos se encuentran señaladas por un 

punto (.). Tomando en cuenta ambos sitios, se calculó 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 elevó consíderablemente (Tabla 6); desde un 

11.42% para el grupo de las antitrombinas, hasta un 89.32% en el grupo de las 

a 1-antiquimiotripsinas. Esto nos indicó la amplia plasticidad del grupo para 

soportar cambios en su estructura primaria (substituciones de aminoácidos) 

sin perder la conformación tridimensional y posiblemente su mecanismo de 

inhibición. 
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Otra de las ventajas que presentó el alineamiento estructural, es que pudimos 

localizar los sitios de firma y ubicarlos en las diferentes estructuras 

secundarias (Tabla 7). El primer aminoácido que se conservó en las 29 

estructuras, fue la fenilalanina (F), con base a que este se conservó en ambos 

alineamientos, se definió como el aminoácido consenso, a partir del cual se 

numeraron el resto de los aminoácidos en ambos alineamientos. Otro 

aminoácido que se conservó en las 29 estructuras, fue el ácido glutámico (E), 

que en el alineamiento estructural se encuentra en la posición 402, cerca del 

extremo carboxilo terminal y antes del sitio de corte Pi-Pi'. La conservación 

de este aminoácido es importante ya que se encuentra en la región mecánica 

denominada región de la bisagra. El ácido glutámico 402 es uno de los 

aminoácidos que permite se lleve a cabo la translocación del asa con el centro 

reactivo, posterior al corte por su proteasa serínica afín. 

Otro punto importante del alineamiento estructural es la zona del asa con el 

centro reactivo (Pi-PiS). es que es una región altamente hidrofóbica, debido a 

la presencia de aminoácidos con grupos R no polares (A, V, L, I , M, P). Dentro 

de esta misma región estructural, en el extremo carboxilo terminal, se 

encuentra el sitio susceptible a corte (Pi-Pi'), en donde el sitio Pi está 

implicado con la especificidad por su proteasa, a excepción de la ovoalbúmina. 

Cabe mencionar que la ovoalbúmina es una proteasa serínica que no presenta 

actividad de inhibición y con base en nuestro alineamiento la perdida de 

actividad inhibitoria se podría explicar a nivel estructural, ya que en la zona en 

donde se da el corte y el reconocimiento por la proteasa serínica, esta proteína 



presenta una estructura de hélice ex, 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 demás serpinas y por otro 

lado al estar involucrada esta región en la formación de la hélice ex es más 

estable perdiendo la metaestabilidad característica en la superfamilia. 

El análisis comparativo del alineamiento estructural, se llevó a cabo contra un 

segundo alineamiento con las 29 secuencias derivadas de las coordenadas 

cristalográfcas de serpinas, sin tomar en cuenta su estructura secundaria 

(Alineamiento 2). Las diferencias se pudieron apreciar a simple vista, siendo 

este último alineamiento el óptimo en el sentido estricto, ya que fue más 

compacto, con menos grados de libertad ( menos gaps a partir del primer 

aminoácido consenso contra 457 aminoácidos del alineamiento estructural), 

presentó 20 aminoácidos idénticos (*), y 87 aminoácidos similares (.) con una 

identidad total del 26.7% contra una identidad total del 13.57% del 

alineamiento estructural. No obstante, pese a que este fue un mejor 

alineamiento, no se pudieron analizar las secuencias desde un punto de vista 

estructural, además de que no se respetaron las zonas con estructura 

secundaria tan bien como en el alineamiento estructural. 
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Alineamiento Estructural 1 
Llevado a cabo con el programa Swiss pdb Viewer versión 3.7 

(Guex y Peitsch.,1999). 

é:lli.ces -u ~ Sito de corte. 

~i Sitio de corte. Hojas-f3 
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2ach 
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l.as4 
2ac:J. 
3caa 
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1atu 
lkct 
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1QMB 
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9ap1 
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300 350 
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YFRDEE---L-S----CTVVeLKYTG-K-~~;LFI~-Q-~---­

Y~EE---L-S----CTVVELKYTG-K-;~;LFIL~-Q-=-~~~K··~··e~ 
YFRDEE---L-S----CTVVELKYTG-N-;~~FILP~-Q-=-­

YF~EE---L-S----CTVVELKYTG-K-AEALPILP~-Q-=-­

yFRD~---L-S----CTVVELKYTG-K-~~F¡~-Q-=-~~~K··.··~~ 

IQE~<K---L-S----SWVLUMKYLG-~-;=~IFF~~-E-~--~-K-L-Q-Rl~-N-EI_O 

IQEC<K- - -L- S- - - -SWVLLMKYLG-N-.::'.:AIFF~- E-G­
IQECC~---L-S----Sw\T.LL~$YLG-N-h:AIFF~~-E-G­

IQHOC~---l-S----S~KYLG-N-~:~lFFLP~-E-G----K··~··~­
IQECKK- - -L-S- - - - SV.'VLL."1KYLG-N-.::'_:AIFFLP:í-E-S-:: :~:'~:~: 
IQHCKK---L-S----S~'VLLMKYLG-N-~:AIFFLP~-E-G-­

IQHCKK---L-S----SWVLLMKYLG-N-A:AIFFLP~-E-G----K-~-~;­
YTEF -1- - -T- ?DGH'.:."'lDILELPYHG- DT:.2-:FlAAP'i -E­
YTE:!T?DGH-Y----YDILELPYHGDT-~SMFI~·-EKE­

Y'rE'F-T- - -1'- PDGF.'lYDlLELPYBGD-r .. _SXF!AAP~EK- - - -"OP-L-S,­
YTEF1'TPDGH- y - - - -YDILELPYHGDT-::"':'~.?IAAPY - EK.E-­
YTEF-T- - -T- PDGi":·i"YDILELP"íriGD-T! ~tFlAAPYEK- -­
YRRV-A---E-G~---TQVLELPFKG-DD::MVLILP~-PE----I{S··~··~-

YRRVhE.- - - - - - - - -GTQVLELPFKGD-D:";Y.ilLI1..P:~?E-K- - - -'S-L-"-
YRRVA- - - - - - - - - EGTQVLEL?FKG-DD:::or'¡LILP::- PE- - -
YRRVAE---------3TQVLELPFKGD-D:='~LILP:,-P----­

YRRV-A- - -E - S- - - -TQVLELPFKGDD- :~;vLILP?:-LE- - .. -
YRRV~ - - .. -A- E- - - GtQVLELPFKGDD-:'Y.VLILP::- P-:=:- -­
YR.'In'AE- - - - - - - - -GrQVLEL?FKG-DD:~~LI:"P::PE-::- -­
YRRV-A- - -E-G- - - .. '!"QVLELPFKG-DD:~NLILP::- p- .. - -­
YRRVAE- - - - - - - - - GTQVLELPFKGDD- :7XVLILP::- PE::- - . 
YNYIED---L-K----CRVLELPYQGKE_~Y~ILL~-D¡~-'STGL-ª­
VASfo!I;S- - - E- K- - .. -l"J(rLELPFASG .. ~~U,VLLP:J- ;;::\'5-
YADV· P- - - ELD- - .. -AKMIEMSYEGDQ-;..EMIIILF-;-QV- - - - -I)G!Hi~ 
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IIDRFFLFVVRHNPTGTVLFM~QVMEP---­

IMDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP----

-------NRPFr;JFI~PLNTlfPM9RVANPC 
--VTFKANRPFL~IREVALNTIIFMGRVANPCV 

--------RPFLV?IREVPLNTIIPMGRVANPCV 

ALINEAMIENTO L Incluye los dominios protéicos a y ~ así como las asas con el centro activo w;~lÍ), indicando el 
sitio de corte_ El alineamiento completo consta de 457 (a partir del primer aminoácido consenso, en este caso la Fenilalanina 
(#1) residuos con un puntaje de similitud de 17 aminoácidos (*) idénticos y 45 similares 0, con una identidad total de! 
13.57%. En Color negro, se muestra el aminoácido consenso ácido glutámico CE), que se encuentra en la posjción PI7, 
utihzando la nomenclatura de Schechter y Berger. (Schechter y Berger., 1967)_ Estos son importantes para el movImiento 
del asa con el centro reactivo, en color gris se muestran los otros aminoácidos consenso. La zona hidrofóbica se muestra en 
[a llave hacia el extremo carboxilo terminal. 
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ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS 2 

Llevado a cabo con el programa programa Clustalw, versión 1.7, (Thompson et al., 1994). 
1 

lBR8_I 
lBR8_,­
lAZX_:::" 
lJ1.ZX_= 
lATH_A. 
lA..l\iT_;" 

lANT_! 
lATH_E 
lATT_.Jl.. 
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lQMN_A 
2ACHj. 
3CAA_A 
lAS4_A 
4CAA_A 
lPSI_ 
lQLP_A 
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9API_A 
lKCT_ 
lQMBj, 
lATU_ 
lCSG_A 
9PAI .l>, 

lJ1.7C_.!; 
lB3K_A 
lDB2_A 
lOVA_A 
lSEK_ 

:"ERS_: 
13RS_L 
lAZX_:' 
lAZX_= 
lATE_A 
lAN'I_"", 
li'.N':'_= 
lATH_E 
lATT_A 
lELE_A 
lQMN_A 
2ACH_A 
3CAAJ'_ 
lAS4_A 
4CAA_A 
lPSI 
lQLP_A 
7API_A 
9APlj, 
lKCT_ 
lQMB_A 
lATU_ 
lCSG_A 
9PAIJ>. 
l,,¡C_i; 
lB3K_A 
lDB2_A 
lOVA_A 
lSEK_ 

•. w 
---*----*----*----*----*----*----*----*----*----*----*----~----*----*----*-~--*----*----*----*----*-
HGSPV~:CTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEA~~RVWELSKA-NSRFATTFYQHLADS~~NDNIFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NSRfATTFYQ?~~SKNDND~IFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVD:CTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NS~ATTFYQHLADSKND~IFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 

HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NSRFATTFYQHLADSKNDND~IFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSY~-NSR#ATTFYQHLADSKNDND~IFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVDICTAKPRDIP~rnPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NSRFATTFYQHLADSKNDNDSIFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NSRfATTFYQHLADSKNDNDNIFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTL 
HGSPVD:CTAKPRDIPMNPMCIARSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKA-NSRFATTfYQHLADSKNDNDNIFLSPLSISTAFA}ITKLGACh~TL 

---VEDVCTAKPRDIPVNPMClyRATEG-----QGSEQKIPGATNRRVWELSKA-NSHFATAfYQHLADSKNNNDNIFLSPLSISTAFANTKLGACNhTTL 
----------------------------------------------XMEQLSTA-NTHÉAVDLF~~S-DPTG!lPISPLSlSSALAMlFLGTRGNTA 
------------------------MASNSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASA-~AFSLYKQLVLK-APDKNvIFSPPSISTALAFLSLG~~T1L 
-------------------------H?NSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASA-NVDFAPSLYKQLVLK-APD~IFSPLSISTALAFLSLGAHNT1L 
--------------------------------------------TtiVDLGLASÁ-NVnfAFSLYKQLVLK-APDKNvIFSPLSISTALAFLSLG~~T1~ 
--------------------------------------------THVDLGLASA-NVDFAFSLYKQLVLK-A?DKNvIFSPLSISTALAFLSLGAHNTTL 
--------------------------------------------T.~LGLASA-NVDFAPSLYKQLVLK-APDKÜvIFSPLSISTALAFLSLGA-~TTL 
-------------------------MDPQGDAAQKTDTSF~l)QDñPTFNKITPN-LAEFAFSLYRQLAHQ-SNSTÍ~ILFSPVSIATAFAMLSLGTKADTH 
-------------------------MDPQGDAAQKTDTSFJrDQDHPTFNKITPN-LAEEAFS~YRQLkqQ-SNSTNIFFSPVS:ATAF~_~LSLGTKADTH 
------------------------------------DTSHHDQDHPTPNKITPN-~AFS~YRQLAHQ-SNST#IFPSPVSIATAFAMLSLGTKADTH 
------------------------------------DTSHHDQDHPTFNKITPN-LAEFAFSLYRQLAHQ-SNST~IFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTH 

-------------------------EDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPN-LAEfAFSLYRQLAHQ-SNSTNIFFSPVSlAAAFAMLSLGAKGDTH 
-------------------------------------------------KITPN-~~AFSLYRQ~qQ-S-STffIFFSPVSIATAFk~LSLGTKADTH 
---------------------------------------------PTFNKITPN-LAEFAFSLYRQLAHQ-SNSTijILFSPVSlAAAFAMLSLGAKGDTH 
---------------------MQMSPALTCLVLGLALVPGEGSA\TtiapPsYVAHLASDFGVRVFQQVAQA-SKDRNvvFSPYGVASVLAMLQLTTGGETQ 
- - - - - - - - - - - - - _ - - - - ____ - - - - - - - - _ ~ - - - - - ___ VHHPPSYVAF-LASDJfGVRVFQQVAQA - SKDRÑvvFSPYGV.z:..SVLAMLQL TTGGETQ 

-----------------------------------\T~~PPSYVAHLASDFGVRV:QQVAQA-SKDRNvvFSPYGVASVLAMLQLTTGGE1Q 
-----------------------------------~--------VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQA-SKDRNvvFSPYGVASVLAMLQL~TGGETQ 
-----------------------------------~----------HPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQA-SKD~FSPYGVASVLAMLQLTTGGETQ 
------------- ---------------------------------XGSIGAA-SMEFCFDVFKELKVH-F~ENIFYCPIAIMSALAMVYLGAKDSTR 
-----------------------------------------MAG~TDLQKILRESNDQFTAQMFSEVVKA-NPGQNvvLSAFSVLPPLGQLALASVGESH 

Ji .:: ~, .... : :. :: , 

50 100 
'" ,~"' 

---*----*----*----*----*--~-*----*----*----*----*----*----*----*--- *----*----*----*~---*----*-c~-*-
QQLMEVFKFD~!S---------EKTSDQIHFFF~~CRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSL~FNETYQDlSELvYGAKLQPL~?KENAEQSRAAtfoKWV 
QQLMEVFKFDTIS---------EKTSPQIHFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLTFNETYQDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWV 
QQLMEV?KFDTIS---------EKTSDQIHFFFAK~~CRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLTFNETYQDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWV 
QQLMEV?KFDT:S---------EKTSPQIHFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSL~FNETYQDISELVYGAKLQ?L~FKENAEQSRAAINKWV 
QQLMEVFKFDTIS---------EKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKS~7FNETYQDISELVYGAKLQPL~FKENAEQS~NKWV 
QQLMFvFXFDTIS----~----EKTSDQ1HFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLT~~TYQDIS~~vYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWV 
QQLMEVFKfDTIS---------EKTSDQIHFFFAKtKCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLT?NETYQDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAA1NKW~ 
QQLMEVFKFD7IS---------EKTSDQIHFFF~ZLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLTFNETYQ~ISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAfNKWV 
TQLMEVFKFDTIS---------EKTSDQIHFFFAKLNCRLYR~~SSELVSANRLFGDKSITFNE7YQDISEVVYG~~Q?LDFKGNAEQSRLTINQWI 
AQVSKALYFDTV--------------EDIHSRFQSLNADIN-KPGAPYILKLANRLYGEKTYNFLADFLASTQKMYGAELASVDFQQAPEP~~KEINEWV 

TEILKGLKFXLT-----~----ETSEAEIHQSFQHLLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGS&z:..FATDFQDSAA-AKKLINDyV 

TEILKGLKFNLT----------ETSEAEIHQSFQHGLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSkz:..-AKKLlh~yV 

TEILKGLKFNLT----------ETSEAEIHQSFQF.LLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLS~LDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAA~AKKLINDyV 

TEILKGLKFNLT----------ETSEAEIHQSFQHLLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDA~~LYGSEAFATDFQDSAA·AKKLINDyv 

TEILKGLKfNLT-----~----ETSEAEIHQSFQHLLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAA-AKKLINDYV 

DEILEGLNfNLT----_~ ____ EIPEAQIHEGFQELLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFrv~FGDTEE"AKKQINDYV 
DEILEGLNfNLT----------EIPEAQIHEGFQELLRT~-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFL~DVKKLYHSEAFrVNFGDTEE-AKKQINDyv 

DEILEGu~rNLT----------EIPEAQIHEGFQ~LLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEE-AKKQINDYV 

DEILEGLNFNLT- - - - - - - - - -EIPEAQIHEGFQELL?"7LN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEG:"KLVDKFLEDVJ(KLYHSEAF1v1\FGDTEE-AKKQINDYV 
DEILEGLNFNLT----" _____ EIPEAQIHEGFQELLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLK:"VDKFLEDVKKLYHSSAF1\~FGDTEE~AKKQINDYV 
DEILEGLNFNLT----- _____ EIPEAAIHEGFQELLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVRKLYHSEAFTVNFGDTEE-AKKQINDYV 
DEILEGLNFNLT----------EIPEAQIHEGFQELLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAF~FGDTEE-AKKQINDYV 

QQ!QAAMGFKID------------_DKG~~PALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLK~VQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVER-ARFIINDWV 

QQIQAAMGFKID-----~-------DKGMAPALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQvuFSEVER-ARFIINDWV 

QQIQA;~GFKI~-------------DKGMAPALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVER-ARFI!NDWV 

QQIQAAMGFKID-------------DKGMAPALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQ"VOFSEVER-ARFIINDWV 
QQIQAk~GFKID-------------DKGMAPALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLK~VQGFM?HFFRLFRSTVKQVDFSEVER-ARFIINDWV 
TQINKVVRFDKLPGFGDSIEAQCGTSVNV?SSLRDILNQIT-KPNDVYSFSLASRLYAEERYP1LPEYLQCVRELYRGGLEPINFQTAADQARELINSWV 
DELLRALALPND--------------NVTKDVFADLNRGVR--AVKGVDLKMASRIYVAKGLEL~~DFAAVSRDVFGSEVQ~~DFVKSVE-AAGAINKWV .. 
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SK?T:2GR!TDVIPSEAIX:2LTVLVLVNTIYFKGLWKSKESPENTRKELFYKADGESCSAS~QEGK-FRYRRVAEG----TQVLELPPKGDDITMVLIL 
SX::I3GRi':'DVIPSEh¡:~:::LTVLV~il:NTIYFKGLWKS~SPENTRKELFYKADGESCSASMMYQEGK - FRYRRVAEG - - - - TQVLELPFKGDDITMVLI L 
S~:.T2GR}TDVIPSEAI~~~TVLVL~IYFKGL~KSKfSPENTRKELfYKADGESCSAS~QEGK-FRYRRVAEG----tQVLELPFKGDDITMVLIL 
SXKT3GRtTDVIPSEA:~~:::LTvLV~LIY~KGL~KS~SPENTRKELFYKADGESCSAS~QEGK-FRYRRVAEG----TQVLELPFKG~DITMVLIL 

SXKT3GRtT~VIPSEAI:~LTVLV~~lY~KGL~KS~SP~KADGESCSAS~QEGK-FRYRRVAEG----TQVLELPFKGDDITMVLIL 
SK?-TEGRITDVI?SEAIKELTVLVhv,NTIYFKG~KSKFSPENTRKELFYKADGESCSASMMYQEGK-FRyRRVAEG----TQVLELPFKGDDITMVLIL 

SKKT:::GRiTDVIPSEA:K:::LTVLVL~~IYEKGLWKS~SPENTRKELPYKADGESCSAS~QEGK-FRYRRVAEG----TQVLELPFKGDDITMVLIL 
SK:::::::GRi1'DV 1 PSEAIXSl.. TVLVv..:NT !Y~KGLWKSl'\ESPENTRKE"'.wF'!KADG'ESCSASMMYQEGK - FR YR.~\,'AEG- - - - TQVLELPFKGDD ITM\7L! L 
SN~~GRrTDVIPPQAIKEFTVLVL~IYF,KGLWKS~SPENTRKELFYKADGESCSV~QESK-FRYRRVAES----TQVLELPFKGDDITMVLIL 
KGQTEGKtPELLVKGWJ.DN?~TKLVL~I~KGNiQQKf~KEATRDAPfRLNKKDTKTV~QKKK-FPYNYIEDLK---CRVLELPYQGKELSMIILL 
KNGTRGK~TDLIKD--L~SQ~IF~KA~EMPfDPQDTHQSR~SKKKWVMVP~SLHHLTIPYFRDEELS---CTVVELKYTG-NASALFIL 
KNG7?GKi'TDLIKD--L~SQTMMV~~IF~KA~EMP~PQDTHQSRFYLSKKKWVMVP~SLHHLTIPYFRDEELS---CTVVELKYTG-NASALFIL 
KKGTRGKtíDLIKD--LDS~J~~l~~EMPjDPQDTHQ$RfYLSKKKWVMVP~SLHHLTIPYFRDEELS---CTVVELKYTG-NASALFIL 
Kl;~TRG~TDLIKD--LDSQTMMVL~IF~KA~EMPfDPQDTHQSR?YLSKKKWVMVP~LHHLTIPYFRDEELS---CTVVELKYTG-NASALFIL 

K~G~~GKI~~LIKD--~~SQT~'LVNYIFfKAKWEMPFDPQDTtlQSRFYLSKKKWVMVPMMSLHHLTIPYFRDEELS---CTVVELKYTG-NASALFIL 

EKGTQGRJ\TILVKE--LD?~TVFAL~IFfKG~ERP~EVKDTEEED~iVDQVTTVKVP~KRLGM-FNIQHCKKLS---SWVLLMKYLG-NATA!FFL 
EKCTQGKfVDLVKE--L~RDTVFAL~IF~KG~ERP~EVKDTEEED~~QVTTVKVP~Y~LGM-FNIQHC<KLS---SWVLLMKYLG-NATAIFFL 

~~2TQGKI\~LVKE--~RDTVFALVNYIFEKG~ERPFEVKDTEEE~F~~VTTVKVPMMKRLGM-FNIQHCKKLS---Sh~'LLMKYLG-NATAIFFL 

EKGTQGKfVuLVKE--~~RDTVFAL~~lF~KG~ERP~EVKDTEEEDFBVDQVTTVKV?~KRLGM-FNIQHCKKLS---SWVLLMKYLG-NATAIFFL 
EKGTQGKf.VDLVKE--LDKDTVFAL~IF~KG~ERP~EVKDTEEED~1VDQVTTVKVP~KRLGM-FNIQHCK~S---SWVLLMKYLG-NATAIFFL 

EKGTOGKtVDLVKE--~RDTVFAL~IF~KG~ERP~EVKDTEEEDFb\WQVTTVKVP~KRLGM-FNIQHCKKLS---SWVLLMKYLG-NATAlFFL 
EKGT~GK!VDLVKE- - wRDTVFAL,Vi~YIFEKGKPtERP~EVKD'l'EEEDF"rlVDQVTTVKVPMMKRLGM-FNIQHCKKLS - - - SWVLLMKYLG- NATAIFFL 
KT~~KG~SNLLGKGAVDQLTRLV~Y~GQ~KTP~PDSSTHRRLtr.KSDGSTVSVP~QTNK-FNYTEFTTPDGEYYDILELPYHGDTLSMFlAA 
KT--:TKGMtSNLLGKGAVDQLTRLVL~ALYfNGQ~KTP~PDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMtlAQTNK-FNYTEFTT?DGHYYDILELPYHGDTLSMFlAA 
KT~TKGM~SNLLGKGA\~QLTRLVL~LY~GQ~KTP~PDSSTHRRL~~KSDGSTVSVP~QTNK-FNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFlAA 
KT::-:TKGMlSHLLGTGA"':::Q;:'TRLVL~LYFNGQf.!'KTPfPDSSTHR.~LFHKSDGSTVSVPMW'Q'I'NK-FNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFlAA 
KT~~KGM~SHLLGTGA~~~LTRLVL~ALY~GQ~KTPtPDSS~HRRLFrlKSDGSTVSVPMMAQtlr~-FNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFI~~ 
ES:;;::::';:GIIRm-'LQPSSV:::SQTAMVLVNAIVFKGLWEKAFKDEDTQAM?F'RVTEQESKPVQ141YQIGL- FRVASl" .. ~SEK- - ~ MKILELPFASGTMSMLVLL 
::::c:; :-=~RIKNL VDPDA::..::.:o:TTRSVLiil.:AI Y~KGSWKDlci::NKERTMDRDF:~¡SKDKT! KVPT~I GKKD VR Y ADVPELD - - ~ AK.1Y! 1 EMSYEGDQASM 1 1 1 L 

'"".'" ::ít:lt:·::~ ~ '"" 

250 300 

~--~---~*----*----~----*----*----~----*---§*----*----*--p-*----*-~--*--~-*----*-~--~----*~---*-~---
PK?~KS----LAKVEKE~7-PEVLQEWL--DELEEMMLVVHM~RFRIEDGFSLKEQ~DMGLVDLr$pEKSKL?GIVAEGRDDLYVSDAFHKAFL~ 
PY~~KS----LAKVEKE~7-?EVLQEWL--DELEEMMLVVHMPRFRIEJGFSLKEQLaDMGLVDLFSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFL ~ 
PY~~~S--~-LAKVEKZ~:-PEVLQEWL--DELEEMML~RFRIEDGFSLKEQ~DMGLVDL!SPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAEHKAFLE 
~K?EKS----LAKVEKS:T-PEVLQEWL--DELEEMMLVVHMPRFRIEDGFSLKEQ~DMGLVDLFSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFLe 

PK?~KS----LAKVEK;::"7-PEVLQEWL--DELEEMMLVVHMERFRIEDGFSLKEQBoDMGLVDLiSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFL 
PK?~KS----~AKVEK;~7-PEVLQEWL--DELEEMMLVVHMFRFRIEDG?SLKEQiQDMGLVDL~SPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFL 
PK?EKS----LAKVEKE~7-PEVLQEWL--DELEEMMLVVHMPRFR1EDGFSLKEQLoDMGLVDLFSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFLe 
PK?:::KS----~AKVEKEL7-PEVLQEWL--DELEEMMLV\r.~MPRFRIEDGFSLKEQLQDMGLVDL~SPEKSKLPGIVA3GRDDLYVSDAFHKAFL 
P~~KT----LAKVEQE~7-PDMLQ3WL--DELTETLLVVHMPRFRIEDSFSVKEQLQDMGLEDLFS~eKSRLPGIVAEGRSDLYVSDAFHKAFLE 

PD=::::~ESTGLEK!EKQ~T-LDKLREWTKPENLYLAEVNVHLPRFK1EESYDLTSHtARLGVQDLF.NRGKADLSGMSG--ARDLFVSKIIHKS~JDL 
PDC=K-----MEEVEAY~L-PETLKRWRD-SLEFRElGELYLPKFSISRDYNLNDIDLQLGIEEA-~-SKADLSGITG--ARNLAVSQVV~KAVLDVF 
PD;~K-----MEEVEA~~~-PETLKRWRD-SLEFREIGELYLPKFS!SRDYNLNDILLQLGI;EA-~-SKADLSGITG--ARNLAVSQVV~~KAVLDVF~E 
PDQ=K-----~EEVEA}:~~-PETLKRWRD-SLEFREIGELYLPKFSISRDYNLNDltLQLGIEEAFT-SKADLSGlTG--ARNLAVSQVVHKAVLDV ~ 
PD;=K-----MEEVE~~~~-PETLKRWRD~SLEFRElGELYLPKFSlSRDYNLNDILLQLGIEEAFT-SKADLSGITG--ARNLAVSQVVHKAVLDVF E 
PD;=K-----MEEVEA~LL-PETLKRWRD-SLEFRElGELYLPKFSISRDYNLNDILLQLGlEEAFT-SKADLSGITG--ARNLAVSQVVHKAVLDVF 
PD:::3K-----LQHLEN:::~T-HDlITKFLE-NEDRRS-ASLHLPKLSITGTYDLKSvLGQLGITKVFS-NGADLSGVTE~-EAPLKLSKAVHKAVLTID 
p=::::::-: - - - - -LQHLEI\'E:W:- -:!IDI !TKFLE-NEDRRS - ASLHLtlKLSI'TGTYDLKSVLGQLGITKVFS-NGADLSGVTE> - EAPLKLSKAVH.!.<"JWL TI 
P~S3:':- - - - - :"QHLENE:':-HDI!TKFLE-NEDRRS -ASLHLPKLSI7GTYDLKSVLGQLGITKVFS-NGADLSGVTE- -EAPLKLSKAv:..¡KAVLTI 
PD:::3K-----LQHLENE~:--HD!ITKFLE-NEDRRS-ASLHLPKLSlTGTYDLKSVLGQLGITKVFS-NGADLSGVTE--EAPLKLSKAVHKAVLT! 
PDE3K~----LQHLENE~T-HDI!TKFLE-NEDRRS-ASLHLPKLSITGTYDLKSVLGQLGITKVPS-NGADLSGVTE--EAPLKLSKAVP.KAVLTl 

P=E3::- - - - - LQHLEI'-,'EL7 -HDl ITKFLE-N-DRRS-ASLHLPKLS:::-::-G-::-YDLKSvLGQLGlTKVFS-NGADLSGVTE- - EAPLKLSKAVHKAVLTI 
P~S3K~ - - - - :'QHLEm::. 7 - HDI I'TKFLE-NEDRRS - A.SLHLPKLS:;:TG1"lDLKSVLGQ:"GITKV"FS -NGADloSGV'TE - - EAPl..Kl..SKAVHKAVL TI 
PY::::::::\'P- - - LSALTNI::"S -AQLI SHWK- - GNMTRLPRLLVLPKfSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD - - QEPLHVAQALQKVKI E 
?-;:-E::.EV? - - - LSAL TN!':"5 - AQLI SHWK- - GNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD - - QEPLP-VAQALQKVKIE 
PYE::..EVP- - - LSAL TNI:L..S - AQLI SHWK- -GNMTRLPRLLVLÍ?KfSLETEVDLRKl?LENLGMTDMFRQFQADFTSLSD - - QEPLHVAQALQKVKI EVN 
pY:=;':.EVP- - - :"SALTN: ¡:.S -AQLI SHWK- - GNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD - - QEPLHVALALQKVK! EVN 
PYZ:::::VP - ~ - LSA.LTN1:"S ~AQLl SHWK- -GNMTRLPRLLVLPKFSLETEilDLRKPLENLGMTDMFRPFQADFTSLSD - -QEPLHVALALQKVKl 
PD:::·:SG - - - - LEQLES I:X - FEKL TEWTSSNVMEERKIKVYLPRMK1>lEEKYNL TSvi..MAMGl TDVFS- SSANLSGl SS- -AESLKI SQA v:HAAHAEI. 
P!>iC-·~::;- - - - ITALEQKl.K:l?KALSRA.E - - ERLYNTEVEIYLPKFKIETTTDLKEVLSl\'MNI KKLFTl?GAARLENLLKT - KSSLYVDAAlQKAF!E 
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---*----*----+-- -*----*----*----*-

VTFKANRPFLVL1REVALNTIIFMGRVANPCVD--------------------------------- ------------

,~~L --VETRTIVRFNRPFLMIIVPTDTQN1FFMSKVTN?KQA------------------------------------------

PEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK--- ------------------------------------------

~~~-~~¡~f~~~~~~I~~:~K:--:::~~~~~~--~-~~:~~~~:-::::~--~~:~:~~~~-~~:~ 
- -EEII1DR?FLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP-- - --- -- - - - - - ---- - --- - - - -_. - - - - - - - - - -- - - - - - - --

-EEFRADH?FLFCIKKIATNAVLFFGRCVSP------- -------~---------------------------------
FVPKVEINKPFFF$LKYN--RNSMFSGVCVQP-

ALI"IEA-'nENTO 2. Incluye los domiruos proteicos CL y !3 así como las asas con el centro activo ~;P~), indicando el Slllo 
de corte. El alineamiento completo consta de 400 (a partir del primer aminoácido consenso, en este caso la Fenilalanina #1) 
residuos con un escore de similitud de 20 aminoácidos (*) idénticos y 87 similares (.), dándonos una identidad total del 26.7%. En 
Color negro. se muestran los aminoácidos consenso ácido glutámico (E) y glicina (G), que se encuentra en la posición P17, y PIS, 
respectivamente, esto utilizando la nomenclatura de Schechter y Berger. (Schechter y Berger., 1967).Estos son importantes para 
el movinucnto del asa con el centro reactivo, en color gris se muestran los otros aminoácidos consenso. 
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Cladogramas de los cristales. 

A partir los alineamientos, se generaron los cladogramas correspondientes 

con la ayuda del programa Clustalw 1.7 (Thompson el al., 1994), la 

confiabilidad de los mismos se ensayó sometiéndolos a 100 ciclos de 

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

Cladograma de las secuencias. 

El Cladograma 3 se obtuvo a partir del mejor alineamiento estructural que se 

hizo a partir de la proteína con número de acceso al POB 1as4, el cual se 

utilizó como un patrón para comparar todas las secuencias contra este con la 

ayuda del programa Clustalw 1.7 (Thompson et al., 1994). Posteriormente, se 

ensayó su confiabilidad sometiéndolo a 100 ciclos de Bootstrap en el mismo 

programa. 

Mapas de ísopotencial electrostático (MIPEs). 

Los MIPEs se llevaron a cabo con la ayuda del programa Swisspdb Viewer 3.7 

(Guex y Peitsch., 1999), con las coordenadas cristalográficas de las diferentes 

serpinas, calculando primero la Superficie Molecular con un radio de 1.4 A Y 

posteriormente el Potencial electrostático con la ecuación lineal de Poisson­

Boltzmann. Estos cálculos se llevaron a cabo para determinar si existía 

similitud electrostática entre las proteínas. 
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Cladograma l, de las secuencias de se~inas 
(CLUSTAL W) 
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Análisis Filogenético 

(cristales) 

En el análisis filogenético de ambos alineamientos (Cladograma 1 y 

Cladograma 2), ambos árboles respetaron la formación de los siguientes 7 

grupos; a1-Antitripsinas, a1-Antiquimiotripsinas, Inhibidores del Activador del 

Plasminógeno y Antitrombinas, 1 HLE, 10VA, 1 SEK. 

Al analizar el árbol 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 tamaño de las ramas de cada uno, en donde 

las distancias evolutivas presentes fueron muy bajas, siendo muy similares 

entre sí, es decir, se hicieron mas homogéneos. 

Al comparar los grupos del árbol filogenético proveniente del alineamiento 

estructural (Cladograma 1), observamos que a pesar de que estos se 

conservaron, no fueron tan homogéneos entre sí ya que las distancias 

evolutivas fueron mayores. Los grupos con menor distancia evolutiva y por lo 

tanto más homogéneos fueron el de las a1-antiquimiotripsinas y el de las a1-

Antitripsinas; mientras que los grupos que presentaron mayor distancia 

evolutiva fueron el PAI y la antitrombina con 49 y 9 aminoácidos idénticos 

respectivamente. Los resultados anteriores son congruentes con el patrón de 

firmas de los grupos (Tabla 6), en donde se presentaron 316 y 198 

aminoácidos idénticos respectivamente. 
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Mapas de Isopotencial Electrostático (MIPE). 

Los MIPEs fueron una herramienta útil para poder visualizar diferencias entre 

los grupos, los cuales se identificaron mediante código de color, utilizando el 

color rojo para las regiones con potencial negativo y azul para las regiones 

con un potencial positivo. Esta superficie se indicó dibujando contamos 

equipotenciales alrededor de la proteína. El cálculo de los MIPES, se llevó a 

cabo tomando en cuenta toda la molécula, no obstante la visualización de los 

mismos se orientó en la zona con el asa del centro reactivo (ReL), ya que es 

la región de interacción con su proteasa afín. Al analizar los MIPEs, 

observamos que presentaron una similitud electrostática 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 electrostática 

pudiéndose diferenciar, por un lado, el subgrupo conformado por las 

antitrombinas cortadas (e; Figura16) y por el otro el de las antitrombinas no 

cortadas (Ne; Figura 15). La identidad en cargas fue considerable dentro del 

grupo aún cuyo en el alineamiento estructural este solo presentó 9 

aminoácidos idénticos (Tabla 6). El segundo grupo fue el del Inhibidor del 

Activador del Plasminógeno (PAI), el cual se subdividió en el grupo de PAls 

no cortados (Ne; Figura 13), yen el de Inhibidores cortados (Figura14). 

En el tercer grupo encontramos a las o.1·Antítripsinas, el cual presentó una 

mayor definición tanto en las serpinas no cortadas (Figura 11), como en las 

serpinas cortadas (Figura 12), aquí la identidad fue más elevada que en los 

grupos anteriores con 316 aminoácidos idénticos (Ver Tabla 7). 
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Figura 10. al-Antiquimiotripsinas (C) 
Potencial de Superficie 

•••••• !ilí"'WDD 0.000 5. DDD .. ~'~;&flgl~iII!Ii1 •••• > - < 

lAS4 lQMN 

4CAA 

2ACH 3CAA 

'v1apas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo. La 
escala de potenciales se encuentra en los valores de + I 0,0, -10 kT/e; en donde las zonas azules 

'cpresentanlas regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11) 
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Figura 11. al-Antitripsinas (NC) 
Potencial de Superficie 

••••• E~·¡iiDD 0.000 5. DDÓ7 ;..::ij·ifili· ••••• > - < 

lATU lKCT 

lPSI lQLP 
V1apas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo. La 

escala de potenciales se encuentra en los valores de + 1 0,0, -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 12. al-Antitripsinas (C) 
Potencial de Superficie 

•••••• EIi,OIiiJ o. 000 s. oDiJ~],l:[:''''iI ••••• > - < 

lQMB 7API 

9API 
1apas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo La 

escala de potenciales se encuentra en los valores de + I O, O, -10 kT/e; en donde las zonas azules 
::presentan las regiones pOSltlvas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2. 11) 
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Figura 13. Inhibidores del Activador 
del Plasminógeno (NC) 

Potencial de Superficie 
••••• ~mlílJ o. ooa 5 .1í1J1í:·C;;:~,:,El.i¿ ' ••••• > - < 

lB3K 

lDB2 

"v!apas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo. La 
escala de potenciales se encuentra en los valores de + 1 0,0, -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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El cuarto grupo, lo conformaron los miembros que pertenecen a las a1-

antiquimiotripsinas, (Figura14), dentro del cual encontramos únicamente 

serpinas no cortadas, en las cuales el patrón de distribución en las cargas fue 

muy similar. 

Los otros tres MIPEs se definieron como grupos estructurales independientes 

(1 HLE, 10VA, 1 SEK), ya que solo contenían un representante (Figura 17). 

Los MIPEs, ponderaron el análisis estructural de las serpinas, ya que de esta 

manera pudimos evaluar las interacciones electrostáticas de las diferentes 

proteínas con su entorno ya que estos patrones no son el resultado de 

interacciones al azar, siendo importantes en la determinación de la 

especificidad y la afinidad con que las serpinas reconocen y se unen a la 

proteasa afín respectiva. 

(,) 



Figura 14. Inhibidores del Activador 
del Plasminógeno (C) 

Potencial de Su perficie 
•••••• ~:';¡óoo o. fIfJ{J 5. oIJo~-J,;.,,1l'l.'!illIiI ••••• > - < 

lA7C lC5G 

• 

9PAI 
viapas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la reglón del asa con el centro reactivo. La 

escala de potenciales se encuentra en los valores de + 1 O, O, -10 kT/e; en donde las zonas azules 
epresentan [as regiones positivas y las rojas las reglones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11) 
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Figura 15. Antitrombinas (NC) 
Potencial de Superficie 

•••••• Ilii5l:fooo o. 000 5. ooo·y:c'§l',¡¡¡¡;I ••••• > - < 

lANT-I lATH-A 

lAZX-I lBR8-I 

~apas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo. La 
escala de potenciales se encuentra en los valores de + 1 0, 0, -10 kT/e; en donde las zonas azules 

::presentan las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11) 

63 



Figura 16. Antitrombinas (e) 
Potencial de Superficie 

•••••• ~_."ifii:Jo 0.000 S. ooo-:'3:~¡¡¡¡"'·· ••••• > - < 

lANT-L 
lATH-B 

lATT-A lAZX-L 
1apas de isopotencial electrostático, la vista se onentó en la región del asa con el centro reactivo. La 

escala de potenciales se encuentra en los valores de -110,0, -10 kT/e; en donde las zonas azules 
:presentan las regiones positivas y las rojas las regiones negativas. (Calculados con GRASP V 2.11) 
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, 
Figura 17. Serpinas Unicas 

Potencial de Superficie 
•••••• ~"tOOo 0.000 s. OOlr::'}":~;. ••••• > - < 

(lHLE) C 

(lOVA) NC (lSEK) NC 

Mapas de isopotencial electrostático, la vista se orientó en la región del asa con el centro reactivo, La 
escala de potenCiales se encuentra en los valores de + 1 O, O, - 1 O kT/e: en donde las zonas azules 

·epresentan las regiones positivas y las rojas las regiones negatlvas, (Calculados con GRASP V 2, 11) 
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NOTA: Todos los Mapas de Isopotencial Electrostática, poseen la misma 

orientación, de manera que el asa con el centro reactivo se pueda 

apreciar en la misma posición para todos. 



TRICOTOMIA 

Cladograma 3 
(cristales-fsecuencias) 
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Análisis Fí/ogenético 

(Cristales +Secuencias) 

Utilizando el alineamiento estructural como patrón se alinearon las 

secuencias para obtener el cladograma con un enfoque estructural. 

(Cladograma 3). Una de las características sobresalientes en el cladograma 

fue la presencia de una tricotomía a partir de la cual se formaron las ramas 

principales en donde las proteínas se organizaron de acuerdo a su función. 

La rama A, es la que presentó el mayor número de secuencias, las cuales se 

agruparon de manera general por especies. En esta rama encontramos 4 de 

los grupos estructurales definidos con anterioridad; el Grupo-5 (1 SEk), el 

Grupo-2 (2HLE), el Grupo-3 (10VA) yel Grupo-1, que representa la rama 

pr"lncipal de las antitrombinas (1AZX-I, 1AZX-L,1 SRa-l, 1 ATH-A, 1ATH-S, 

1ATTA, 1 ATTS ). 

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 

función más que por la especie (Tabla 4). En esta se encontraron los 

siguientes 3 grupos conformacionales; el Grupo- 7 de las 0:1 Antitripsinas ; el 

Grupo-6 de las 0:1 Antiquimiotripsinas y el segundo grupo G-1-1 de las 

Antitrombinas. Los grupos G-6 y G-7 fueron los más conservados tanto en 

estructura como en secuencia, por lo que se pudieron llevar a cabo 

inferencias estructurales con respecto a las secuencias mas cercanas. Por 

ejemplo, en el caso de las secuencias relacionadas al grupo estructural de 

las 0:1-Antitripsinas, (las que incluyen desde la a1-Antitripsina de conejo (con 



número de acceso 1008920) hasta la globulina que une corticosteroides de 

conejo (CBG, con número de acceso 115852)), es probable que estas 

proteínas presenten una similitud estructural y electrostática considerable 

dentro del grupo. (Ver Tabla 4). 

Otras secuencias relacionadas estructuralmente, en este caso con el grupo 

de las antitrombinas, son las comprendidas desde la del protozoario 

Toxoplasma gondii (con número de acceso 0957493), hasta la del nematodo 

Schistosoma mansoni (con número de acceso 436016) en la Tabla 4. 

La rama e, a pesar de ser la que presentó menos secuencias, en su mayoría 

contuvo serpinas provenientes de virus. En esta se pudo ubicar al grupo 

estructural 4, de los Inhibidores del activador del Plasminógeno o PAls. 

Un punto importante es que el alineamiento estructural se pudo utilizar como 

patrón para poder llevar a cabo estudios filogenéticos, entender las 

relaciones evolutivas y evaluar las relaciones existentes, primero de los 

miembros con coordenadas cristalográficas conocidas y segundo como un 

patrón de referencia para los miembros de la familia de los cuales se 

desconoce su estructura y solo se cuenta con las secuencias. Esto es 

importante ya que existen varias razones para utilizar la información 

estructural en modelos evolutivos. Primero, las presiones de selección (en 

este caso el microambiente que rodea a la proteína) actúan sobre la función, 

la cual se encuentra íntimamente relacionada con la estructura. De esta 

manera, incorporando información estructural en los análisis evolutivos, 

posiblemente estaríamos incorporando la información de las características 

selectivas que actúan en el grupo. 
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Por otro lado, Chotia y Rosell proponen que (Chotia y Lask 1986; Rosell et 

al., 1997) es posible conservar la organización tridimensional en proteínas 

homólogas aún después de que la similitud en estructura primaria 

estadísticamente significativa (25% de similitud total) ha desaparecido. 

En la superfamilia de las serpinas, se observó que el 25% de similitud 

propuesto por Chotia, puede ser aún menor tanto como un 13.57% 

(encontrado en esta familia), sin que se pierda la conformación estructural y/o 

la función. 

De acuerdo a Miziguchi (Miziguchi y Go, 1995), desde el punto de vista 

estructural, es más informativa la estructura secundaria que la estructura 

terciaria, ya que los elementos de esta, se encuentran más conservados que 

la estructura atómica precisa en el espacio. En el grupo de las serpinas aquí 

analizadas observamos que tanto la estructura secundaria como la estructura 

tridimensional están muy conservadas (el valor de correlación entre los 

cristales de serpinas no fue mayor a 0.5 de A), los mapas de similitud 

electrostática presentes en los grupos corroboraron sus características 

estructurales. 



CONCLUSIONES 

1. De acuerdo al enfoque estructural. pudimos clasificar a la 

superfamilia de las serpinas en 7 diferentes grupos (0:1-

Antitripsinas, 0:1-Antiquimiotripsinas, Inhibidores del Activador del 

Plasminógeno y Antitrombinas, 1 HLE, 1 OVA. 1 SEK), cuya 

topología en el cladograma se explica en términos de su 

diversificación funcional. 

2. Tanto el cladograma construido con base en la estructura primaria 

de las serpinas como el cladograma llevado a cabo con las 

coordenadas cristalográficas de las mismas, respetaron los 7 

grupos funcionales, sin embargo, el alineamiento estructural nos 

permitió definir mejor los grupos. 

3. El cladograma basado en la estructura tridimensional, nos permitió 

/levar a cabo inferencias deductivas estructurales dentro de los 

grupos cercanos. 

4. Al evaluar los mapas de isopotencial electrostático /levados a cabo 

con las coordenadas cristalográficas de las serpinas, observamos 

diferentes grupos con un potencial de carga similar, los cuales 

fueron coherentes con aquel/os definidos estructuralmente. 

~J 



PERSPECTIVAS. 

l. Para un mejor entendimiento de la evolución y de las relaciones 
estructurales y funcionales de cada grupo propuesto que 
encontramos, se pretende llevar a cabo la construcción de 
cladogramas con un enfoque estructural de cada uno de estos. 

2. Un punto importante es que con la información 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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