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RESUMEN 

 
Ste2 es un receptor acoplado a proteína G en Saccharomyces cerevisiae que se une a la 

feromona alfa para mediar el apareamiento. En este trabajo se estudió la participación de la 

isoleucina 190, un residuo conservado entre especies de hongos localizado en el asa 

extracelular II. Se generaron cinco  mutantes (I190S, I190R, I190L, I190H e I190P),  y se 

evaluó el efecto de cada mutante en la función de Ste2 de inducir la inhibición del 

crecimiento de la levadura. Nuestros resultados indican que la isoleucina 190 no es un 

residuo crítico para la función del receptor. Sin embargo, una disminución en la 

sensibilidad a la feromona alfa de las mutantes I190P, I190H e I190R, indica que los anillos 

y las cadenas laterales con carga positiva son menos tolerados en esta posición. 

Adicionalmente, en este trabajo presentamos un modelo de la estructura atómica 

tridimensional de Ste2 asociado a su ligando. El modelo generado es congruente con la 

información experimental disponible y permite proponer nuevas interacciones hélice-hélice 

que podrían estabilizar conformación nativa del receptor. Además el modelo sugiere que la 

interfaz entre Ste2 y la feromona alfa está compuesta por 26 residuos, en su mayor parte 

polares, localizados en las tres asas extracelulares y las hélices HI, HV y HVI. 
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ABSTRACT 

 

Ste2p is a G protein-coupled receptor in Saccharomyces cerevisiae that mediates mating by 

responding to the alpha pheromone. In this work was studied the role of isoleucine 190, a 

residue conserved among fungal species located at the second extracellular loop. Five 

mutants (I190R, I190H, I190P, I190L and I190S) were obtained and the effect of each 

mutant in the Ste2 function of induce the yeast growth inhibition was tested. Our results 

indicate that this position is not critical for receptor function. But a decrease in the 

sensitivity to alpha pheromone in I190P, I190H and I190R mutants indicate that the ring 

and positively-charged side chains are tolerated less at this position. Additionally in this 

study we present an atomic three-dimensional model of Ste2 associated with its ligand. The 

generated model is in general agreement with the available experimental data and allowed 

us to propose new helix-helix interactions that could stabilize the native conformation of 

the receptor. Furthermore the model suggest that the interface between Ste2 and alpha 

pheromone is formed by 26 residues, most of which are polar residues located at the three 

extracellular loops and helices HI, HV, and HVI. 
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I. ANTECEDENTES 

 

Receptores acoplados a proteína G  

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs por sus siglas en inglés G-protein-coupled 

receptors) constituyen una superfamilia ubicua de proteínas que se define por las siguientes 

características (Kobilka K. B, 2007): 

 Se localizan en la membrana plasmática. 

  Median la percepción de estímulos exógenos. 

 Poseen una arquitectura común de siete hélices transmembranales conectadas por tres 

asas extracelulares y tres asas intracelulares.  

 El dominio amino terminal se ubica extracelularmente, mientras que el dominio 

carboxilo terminal se localiza intracelularmente. 

 Activan proteínas G heterotriméricas intracelulares. 

 

Existen diferentes clasificaciones de los miembros de la superfamilia de GPCRs. El 

Sistema A-F agrupa a los GPCRs en seis clases o familias basándose en identidad de 

secuencia y similitud funcional (Kolakowski, 1994): 

 Clase A Familia de la Rodopsina 

 Clase B Familia de la Secretina 

 Clase C Familia del Glutamato  

 Clase D Receptores de feromona para el apareamiento de la levadura 

 Clase E Receptores AMPc 

 Clase F Frizzled/Smoothen 

 

En los seres humanos, más de 1200 GPCRs señalizan la visión, la percepción olfatoria, el 

gusto, el metabolismo, el sistema endocrino, la regulación neuromuscular y el sistema 

nervioso central.  
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GPCRs en Saccharomyces cerevisiae 

En S. cerevisiae existen tres GPCRs: el receptor Gpr1, cuya función es mediar la activación 

por glucosa de la vía de la adenilato ciclasa y por otra parte, los receptores Ste2 y Ste3, que 

median la señalización por feromona para el apareamiento de la levadura (Versele M., et al, 

2001).  

 

Apareamiento de la levadura 

S. cerevisiae presenta dos tipos celulares haploides diferentes, células MATa (del inglés 

mating type a) y células MATα (del inglés mating type α). Las células MATa expresan 

Ste2 y secretan feromona a, mientras que las células MATα expresan Ste3 y secretan 

feromona alfa.  El apareamiento de estos dos tipos celulares genera un tercer tipo celular, la 

célula diploide a/α. Para que el apareamiento ocurra debe darse la unión de feromona  alfa y 

feromona a,  a Ste2 y Ste3, respectivamente (Burkholder A. C., y Hartwell L. H., 1985) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Eventos secuenciales en el apareamiento de la levadura. Luego de la unión de la feromona a y la 

feromona alfa, a los receptores Ste3 y Ste2 respectivamente (izquierda), se produce el crecimiento polarizado 

en dirección del tipo celular opuesto o “shmoo”, arresto celular en la fase G1 en ambos tipos celulares, fusión 

celular y cariogamia (centro), mismos que conducen a la formación de la célula diploide a/α (derecha).  
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De manera general, la señalización ocurre cuando la feromona se une al GPCR (Ste2 o 

Ste3), lo que ocasiona la activación de la proteína G (Figura 2) y la cascada de las MAPK 

(por sus siglas en inglés mitogen activated protein kinases), llevando a la activación de un 

factor de transcripción que permite la expresión de genes específicos de apareamiento 

(Wang Y. y Dohlman, H. G., 2004) (Figura 3). 

 

 

 

Figura 2. Activación de la proteína G por feromona alfa en S. cerevisiae. En las células MATa, la unión de la 

feromona alfa a Ste2 altera la interacción del receptor con la proteína trimérica G, lo que ocasiona que se 

intercambie GDP por GTP en la subunidad α de la proteína G. Entonces, las subunidades α y βγ de la proteína 

G se disocian. Modificada de Li J., et al., 2002. 
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Figura 3. Respuesta intracelular a la unión de la feromona alfa a Ste2. Al disociarse las subunidades de la 

proteína G, el dímero βγ libre activa a tres componentes: Ste5, Cdc24 y Ste20. Ste5 es una proteína de 

andamiaje que une al dímero βγ con Ste20 y el módulo MAPK (un sistema de fosforilación de tres 

componentes: Ste11, Ste7 y Fus3).  Cdc24 es un intercambiador de núcleotidos, que actúa sobre Cdc42, una 

GTPasa localizada en la membrana plasmática. Alternativamente, Cdc42 activa a Ste20. Ste20 es una cinasa 

que, asistida por Ste50, fosforila y activa a Ste11. En la ruta MAPK, Ste11 activado fosforila y activa a Ste7, 

y a su vez Ste7 fosforila y activa a Fus3. Finalmente, Fus3 promueve el arresto celular en la fase G1 a través 

de la activación de Far1 y también promueve la activación de Ste12 por inactivar a sus inhibidores Dig1 y 

Dig2. Ste12 es un factor transcripcional que reconoce secuencias PRE (por las siglas en inglés Pheromone 

Response Element) localizadas en la región del promotor de los genes Mcm1 necesarios para el apareamiento 

de la levadura. Modificada de Schwartz M. A. y Madhani H. D., 2004. 
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Estructura y función de Ste2 

Ste2 es un miembro de la clase D de GPCRs (Kolakowski L. F., 1994, Horn F., 1998). 

Consta de 431 aminoácidos y su clave de depósito en la base de datos de secuencias de 

proteínas UniProt es D6VTK4. El estudio de Ste2 comenzó en 1970-1980 al investigar 

cómo el apareamiento de la levadura es controlado a nivel molecular. Un conjunto de genes 

importantes para el apareamiento, entre estos STE2, se descubrieron al identificar variantes 

genéticas con un fenotipo estéril (Mackay y Manney, 1974; Hartwell 1980). Años más 

tarde, el gen STE2 fue clonado y caracterizado (Jenness D. D., Burkholder A. C., y 

Hartwell L. H., 1983; Burkholder A. C., y Hartwell L. H., 1985). 

De manera general, un GPCR posee una topología común de cinco dominios funcionales: el 

dominio amino terminal, el dominio extracelular, el dominio transmembranal, el dominio 

intracelular y el dominio carboxilo terminal (Figura 4). En Ste2, estos cinco dominios 

funcionales  han sido determinados experimentalmente a través de medir la reactividad de 

residuos de cisteína modificados  por MTSEA-biotin (2-([biotinoil] amino) etil 

metanotiosulfonato), el cual reacciona con grupos sulfhidrilo accesibles al solvente (Choi 

Y. y Konopka J. B., 2006) (Figura 5). 
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Figura 4. Ilustración de la topología de un GPCR. Un GPCR se compone de cinco dominios funcionales: el 

dominio transmembranal que consiste en siete hélices transmembranales,  el dominio extracelular que consta 

de tres asas extracelulares, el dominio amino terminal que se ubica extracelularmente, el dominio carboxilo 

terminal que se ubica en el citoplasma y el dominio intracelular que consta de tres asas orientadas hacia el 

citoplasma. 
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HII 

 

 

Figura 5. Diagrama topológico de Ste2. Cada aminoácido se representa por el código de una letra dentro de un círculo gris.  Las dos líneas horizontales 

representan la membrana plasmática. Las hélices transmemnranales (HI a HVII)  y las asas extracelulares (AE-1, AE-II, AE-III)  e intracelulares (AI-I, AI-II, AI-

III)  son indicadas. El diagrama fue elaborado con base en los datos de experimentos de accesibilidad al solvente publicados por Choi Y., y Konopka J. B., 2006.  

HI HIII HIV HV HVI HVII 

AE-I 

AE-II 

AE-III 

AI-I 
AI-II 

AI-III 
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Debido a las dificultades para purificar y cristalizar proteínas integrales de membrana, la 

estructura de Ste2 no ha sido determinada a través de cristalografía de rayos X. El tamaño 

de Ste2 imposibilita la aplicación de la técnica de resonancia magnética nuclear de alta 

resolución para resolver la estructura completa del receptor. Sin embargo, mediante 

estudios de  resonancia magnética nuclear (NMR) se conoce la estructura de dos 

fragmentos aislados de Ste2, las HI y HII y parte de la HVI (Figura 6). 

 

Figura 6. Estructuras parciales de Ste2 resueltas por NMR. El segmento HI-HII de Ste2 resuelto por NMR en 

solución abarca los residuos 31-110 (PDB: 2k9p)  (Neumoin A. et al, 2009). Esta estructura fue resuelta en 

micelas de LPPG (izquierda). El segmento de la HVI de Ste2 resuelto por NMR en estado sólido abarca los 

residuos 252 a 269 (PDB: 1pjd) (Valentine K. G, et al, 2001). La estructura se determinó en bicapas de 1,2-

dimiristoil-sn-glicerol-fosfatidilcolina (derecha). La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W.L, 2012). 

A continuación se describe la estructura y función de cada uno de los dominios de Ste2: 

Dominio amino terminal de Ste2. La secuencia de este dominio es corta en los GPCRs que 

unen péptidos y monoaminas (10-50 aminoácidos) y más largo (350-600 aminoácidos) en 

receptores de hormonas y receptores de la familia del Glutamato (clase C) (Kobilka K. B., 

2007). En Ste2, el dominio amino terminal comprende los residuos 1-50 y se ha propuesto 

que su función es mediar la dimerización del receptor (Overton M. C., y Blumer K. J., 

2002; Uddin M. S., 2012). Los residuos Asn25 y Asn32 de Ste2 se N-glicosilan. Sin 

embargo, cuando estos residuos son mutados a glutamina para evitar la unión de 

carbohidratos, no se afecta la localización subcelular del receptor ni su función. Debido a 
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ello, se piensa que esta modificación postraduccional no es importante para la actividad del 

receptor (Mentesana P. E., y Konopka J. B., 2001). 

Dominio transmembranal de Ste2. Consiste en siete hélices (HI-HVII) que atraviesan 

perpendicularmente a la membrana plasmática. La función de este dominio es mecánica: 

cuando un agonista se une al dominio extracelular, ocurren cambios conformacionales que 

conducen al acoplamiento y activación de la proteína G. En otros GPCRs, por ejemplo en la 

rodopsina y en el receptor β adrenérgico, este dominio es además el sitio de unión al 

ligando. Se cree que en Ste2, la unión de la feromona alfa ocurre en este dominio, 

específicamente en las HI, HV y HVI (Lee B. K., et al., 2001; Lin J. C., et al., 2003; Naider 

F., et al., 2007; Umanah G. K. E., et al., 2010; Henry L. K., et al., 2002). En algunos 

GPCRs, el dominio transmembranal puede contener varios motivos. Ste2 presenta un 

motivo GxxxG en la HI, formado por Gly56 y Gly60,  que participa en la dimerización de 

Ste2 (Overton M. C., et al, 2003). Ste2 carece del motivo E/DRY, una triada conservada de 

residuos polares que se encuentra en muchos GPCRs en el extremo citoplasmático de la 

HIII. El motivo E/DRY  interactúa con otros residuos polares de la HII regulando el arreglo 

de empaquetamiento de las hélices contribuyendo a mantener el estado inactivo del receptor 

(Nygaard R., et al., 2009). En su lugar, la Gln149 en Ste2 actúa de manera análoga a este 

motivo (Parrish W., et al, 2002).  

Dominio carboxilo terminal de Ste2. En Ste2 el dominio carboxilo terminal cumple la 

función de regulador negativo (Schandel et al., 1994, Hicke L., Riezman H., 1996; Rohrer 

J., 1993). Las células que expresan receptores con el carboxilo terminal truncado son más 

sensibles a la feromona alfa y estos receptores son resistentes a la internalización (Reneke 

J. E., 1998; Konopka J. B., 1988). Este dominio consta de 135 aminoácidos (residuos 296-

431), de los cuales 15 corresponden a serina y 18 a treonina. La fosforilación de estos 

residuos conduce a la endocitosis y desensibilización del receptor (Chen Q., Konopka J. B., 

1996; Hicke L., 1998; Feng Y., 2000). Se ha propuesto una división de este dominio en 

subdominios funcionales que desempeñan funciones interdependientes y diferenciales. 

Estos subdominios son: la región proximal (residuos 302-334) que no participa en la 

internalización del receptor; la región central (residuos 335-392) que regula la 

internalización de Ste2; y la región distal (residuos 393-431) que es importante para 



 26 

mantener un nivel basal de señalización (Kim K. M. et al., 2012). Por otra parte, el 

carboxilo terminal también ha sido implicado en la formación de complejos de pre-

activación con la proteína G. Asimismo, existen reportes que sugieren la interacción física 

directa entre el carboxilo terminal y las subunidades Gα y Gβ de la proteína G (Bourne, 

1997; Dosil M., et al., 2000; Durán- Avelar M. D. J., et al., 2001).  

Dominio intracelular de Ste2. Consta de tres asas intracelulares AI-I, AI-II y AI-III. En 

todos los GPCRs, el AI-II o el AI-III  es responsable de la unión selectiva a proteínas G y 

su activación (Kobilka B. K. y Deupi X., 2007; Rasmussen S. G., et al., 2011; Rovati G. E., 

2007). El AI-II de algunos GPCRs interactúa directamente con la proteína G (Acharya S., 

1997; Havlickova M., 2003), sin embargo, en Ste2 puede ser removida sin afectar la 

función del receptor (Martin NP, 1999). El AI-III de Ste2 es la región del receptor que 

interacciona con la proteína G (Stefan C. J., y Blumer K. J., 1994).  

Dominio extracelular de Ste2. Se conforma por las tres asas extracelulares AE-I, AE-II y 

AE-III. Este dominio es considerablemente diverso entre los distintos GPCRs, tanto en 

longitud como en secuencia, lo que sugiere su especialización para la especificidad del 

receptor al ligando. Incluso dentro de las subfamilias, las asas extracelulares muestran baja 

identidad en la secuencia, si no es que ninguna (Peeters M. C., et al, 2011). Las estructuras 

cristalográficas de GPCRs obtenidas muestran que las asas extracelulares son altamente 

ordenadas y se estabilizan por varios elementos de estructura secundaria, por enlaces 

disulfuro y por interacciones con el dominio transmembranal (Unal H., y Karnik S. S., 

2012). Una característica estructural del AE-II de casi todos los GPCRs clase A es la 

presencia de un puente disulfuro altamente conservado que conecta el asa con el extremo de 

la HIII; este enlace confiere estabilidad estructural al receptor (Palczewski K. et al., 2000). 

Ste2 no presenta el enlace disulfuro entre el AE-II y el extremo extracelular de la HIII. 

Algunos residuos del AE-I de Ste2 han sido implicados en la transducción de la señal 

(Tabla 1) (Akar-Strader A., 2002). Además esta asa tiene cambios conformacionales 

durante la activación del receptor (Hauser M., et al., 2007). 
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Estudios de mutagénesis en Ste2 

Los estudios de mutagénesis exploran los efectos de cambiar el tamaño de la cadena lateral, 

la carga, la hidrofobicidad y otras propiedades fisicoquímicas de los residuos de 

aminoácido de una proteína a partir de modificar la secuencia nucleotídica del DNA que 

codifica para la proteína de interés. Los efectos de una mutación sobre la estructura del 

receptor pueden ser la desestabilización del contacto directo entre el ligando y el residuo 

mutado, o afectar el plegamiento de la proteína, las modificaciones postraduccionales o su 

expresión en la superficie celular (Betts M.J., Russell R.B., 2003). La introducción de 

mutaciones en Ste2 ha permitido identificar residuos y regiones del receptor que son claves 

para su funcionamiento. Como parte del desarrollo de este trabajo se hizo una búsqueda de 

las mutaciones puntuales reportadas para Ste2 (Tabla 1). 
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Tabla 1. Residuos cuya mutación tiene implicaciones significativas en la función del receptor Ste2 

Residuo  Función  Referencia 

Pro5 
Ile24 
Ile29 

Ser47 
Thr48 
Ala 52 
Phe55 
Gly56 
Gly60 
Ser73 
Ser87 
His94 
Ala96 

Leu102 
Leu103 
Asn105 
Ser 108 
Tyr111 
Thr114 
Asn132 
Leu166 
Ser184 
Ala185 

Phe204 
Asn205 
Leu211 
Ser219 
Leu222 
Val223 
Gln253 
Ser254 
Pro258 
Ser259 
Tyr266 
Lys269 

Asp275 
Thr278 
Ala281 
Ala285 
Leu289 
Leu291 
Ser293 
Thr297 
Leu236 

 
Lys337 

Asn388 

Apareamiento 
Apareamiento 
Apareamiento 
Unión al ligando 
Unión al ligando 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Transducción de la señal 
Oligomerización 
Oligomerización  
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Probable interacción con la HIII 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Señalización 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Señalización 
Señalización 
Señalización 
Señalización 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Unión al ligando y transducción de la señal 
Unión al ligando 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Unión al ligando 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Estabilizar la conformación inactiva  
Estabilizar la conformación inactiva 
Su mutación incrementa la actividad del receptor 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Unión al ligando y transducción de la señal 
Unión al ligando y transducción de la señal 
Señalización 
Dimerización 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Dimerización 
Dimerización 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Sustituciones no conservativas son no tolerables 
Interacción con proteína G en extractos celulares 
 
Endocitosis del receptor 
Contacto con las subunidades Gα y Gβ  

Shi C., et al., 2009 
Shi C., et al., 2009 
Shi C., et al., 2009 
Lee B., K., et al., 2001 
Lee B., K., et al., 2001 
Martin N., P., 2002 
Abel M. G., et al., 1998 
Overton M. C., et al,2003 
Overton M. C., et al, 2003 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Akal-Strader A., 2002 
Akal-Strader A., 2002 
Martin N. P., 2002 
Akal-Strader A., 2002 
Akal-Strader A., 2002 
Martin N. P., 2002 
Akal-Strader A., 2002 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Lin J.C., et al.,  2003 
Naider F., et al., 2007 
Martin N. P., 2002 
Abel M. G., et al., 1998 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Dube P., 1998 
Dube P.,1998 
Konopka J.B, 1996 
Negin P. Martin, 2002 
Lee B.K., 2002 
Umanah G. K. E., 2010 
Bajaj A., et al., 2007 
Kim H., 2009 
Martin N. P., 2002 
Kim H, 2009 
Kim H, 2009 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Martin N. P., 2002 
Weiner S. J. L., 1993; Schandel K.  
A., 1994  
Hicke L., et al.,1996 
Durán-Avelar M.J. et al., 2001 
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Ste2 como modelo de estudio de GPCRs de interés farmacéutico 

Ste2 se considera un excelente modelo para el estudio de GPCRs debido a que presenta 

similitudes estructurales y funcionales con otros GPCRs de interés farmacéutico. Por 

ejemplo, se piensa que la interacción entre las HV y HVI descrita en Ste2 es análoga a la 

que ocurre en el receptor de lutropina (Dube P., et al., 2000). La desestabilización de estas 

interacciones en el receptor de lutropina ha sido implicada en una activación constitutiva y 

en la enfermedad de pubertad precoz (Lin Z., et al., 1997).  

Además, la vía de señalización por feromona para el apareamiento en levaduras es 

estructural y funcionalmente similar a las vías de señalización de hormonas y 

neurotransmisores en mamíferos (Dohlman H. G., 1991). Por ello, algunos GPCRs de 

mamíferos pueden ser expresados de manera heteróloga en S. cerevisiae. Por ejemplo, el 

receptor de vasopresina tipo 2 (V2R), es un GPCR cuyas mutaciones son responsables de la 

diabetes insípida nefrógena y ha sido expresado heterólogamente en levadura para su 

estudio (Erlenbach et al., 2001). 

Estructura y función de la feromona alfa 

La feromona alfa de S. cerevisae es un tridecapéptido de secuencia: Trp-His-Trp-Leu-Gln-

Leu-Lys-Pro-Gly-Gln-Pro-Met-Tyr. Es una molécula anfipática con el amino terminal 

hidrofóbico (Trp-His-Trp-Leu) y el centro hidrofílico (Leu-Lys-Pro-Gly-Gln). Posee tres 

grupos cargados positivamente: el grupo amino terminal, His2 y Lys7, y un grupo cargado 

negativamente, el carboxilo terminal, por lo que su carga  neta es positiva a pH fisiológico.  

A pesar de ser muy corta, diferentes regiones tienen funciones específicas. La remoción de 

Met13 y Tyr14 resulta en un péptido inactivo que no se une a Ste2. En contraste, la 

remoción de Trp1 e His2 conduce a un péptido inactivo que se une fuertemente al receptor. 

De esta manera, el carboxilo terminal es importante para la interacción física con Ste2, 

mientras que el amino terminal está asociado a los eventos de señalización corriente abajo 

(Naider F. y Becker J. M., 2004). Existe evidencia biofísica de que la región central (Pro8 y 

Gly9) adopta una estructura de giro β, la cual podría orientar las regiones de “señalización” 

(amino terminal) y “unión” (carboxilo terminal). Se piensa que la feromona alfa podría 

difundirse hacia el sitio activo de Ste2 directamente o bien unirse primero a la membrana 

lipídica (Shenbagamurthi et al., 1983; Naider F., y Becker J. M., 2004). 
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En relación a la estructura de la feromona, del estudio del espectro de resonancia magnética 

nuclear de protones (H-NMR) de la molécula en su conformación activa se dedujo la 

existencia de una hélice en el N-terminal y dos  giros β, uno en el centro y otro en el C-

terminal (Higashijima T., et al., 1983; Higashijima T., et al., 1984) (Figura 7). Sin 

embargo, otro estudio propone un giro β en el centro y su importancia para el estado activo 

de la molécula, mientras que demuestra que no hay evidencia para una estructura de hélice 

en el N-terminal (Naider F., y Becker J. M., 2004).  

 

Figura 7. Modelo de feromona alfa propuesto por Higashijima T., et al., 1984. Se puede apreciar una 

estructura de hélice en el N-terminal en los residuos Trp-His-Trp-Leu-Gln, mientras que se forman dos giro β, 

uno en el centro (Lys-Pro-Gly-Gln) y otro en el C-terminal (Gln-Pro-Met-Tyr) de la molécula. Imagen 

tomada de Higashijima T., et al., 1984. 

Estructura y función de la proteína G 

Las proteínas G heterotriméricas ligan a los GPCRs a  sistemas de segundo mensajero, tales 

como adenilato ciclasas, fosfolipasas y canales de potasio y calcio. La proteína G 

heterotrimérica está compuesta de las subunidades Gα, Gβ y Gγ. La subunidad Gα, en su 

estado inactivo, contiene al guanosín difosfato (GDP). Cuando el GPCR es activado, el 

GDP es liberado de la subunidad Gα y es remplazado por el guanosín trifosfato (GTP). El 

GTP disocia al dímero Gβγ de Gα, activando a la proteína G.  Tanto la subunidad Gα unida 

a GTP como el dímero Gβγ pueden modular diversas vías de señalización celular. La 

proteína G activada puede regresar a su estado inactivo al hidrolizar un grupo fosfato del 
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GTP, convirtiendo a éste último en GDP (Oldham W. M. y Hamm H. E., 2008; Hamm H. 

E., 1998). 

Modelos de la unión de la feromona alfa a Ste2  

Diferentes grupos de investigación han propuesto distintos modelos bidimensionales para 

explicar el modo de unión y activación de Ste2 por feromona alfa.  

El modelo de Lee B. K., et al, 2001, se basa en datos provenientes de experimentos con 

análogos y derivados de la feromona alfa, marcaje por fotoafinidad y mutagénesis. En este 

modelo la feromona alfa se une al receptor vía contacto Met12 y Tyr13. Se forma una 

curvatura en el centro Pro8-Gly9 de la feromona, mientras que el amino terminal interactúa 

con el bolsillo del dominio transmembranal de Ste2. Lys7 se sitúa lejos del dominio 

transmembranal e interactúa con las asas extracelulares. Gln10 de la feromona alfa se sitúa 

próxima a los residuos Ser47 y Thr48 de la H1, mientras que Trp1 se sitúa próximo al 

bolsillo formado por H6/AE-III/H7. 

Otro modelo es el propuesto por Lin J. C., et al, 2003. Este se sustenta en experimentos de 

accesibilidad al solvente y mutagénesis sitio dirigida. Se forma un bolsillo de unión en los 

extremos de las hélices transmembranales, Tyr266 se sitúa lejos del bolsillo de unión, 

mientras que Phe204 se ubica orientándose hacia el interior del bolsillo de unión. Una 

curvatura formada en la feromona alfa en Pro8-Gly9 ubica a los dominios amino terminal y 

carboxilo terminal de la feromona alfa en proximidad. Tyr266 interacciona con el amino 

terminal de la feromona alfa, y Phe204 con el carboxilo terminal de ésta, específicamente 

en Tyr13. 

Finalmente, el modelo de Son C. D., et al, 2004, se desarrolló a partir de en datos de 

experimentos con análogos de feromona alfa, mutagénesis y estudios de entrecruzamiento 

químico. En este modelo, el amino terminal de la feromona alfa interactúa con los residuos 

de los extremos extracelulares de las HV-HVII y porciones de las AE-II y AE-II.  Gln10 

interactúa con Ser47 y/o Thr48, mientras que Trp1 y Trp3 de la feromona interaccionan con 

Phe262 y Tyr266. Se forma un giro β en Pro8-Gly9  de la feromona alfa que conduce a la 

parte central de ésta hacia las asas extracelulares del receptor y Tyr13 interactúa con el 

extremo extracelular de la HI en Phe55−Arg58. 
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Es importante destacar que en todos estos modelos la feromona forma una curvatura central 

que se orienta lejos del dominio transmembranal del receptor, mientras que los dominios 

carboxilo y amino terminal de la feromona  interactúan con el dominio transmembranal de 

Ste2, específicamente con las hélices HI, HV y HVI. Cada uno de estos modelos se ilustra 

en la Figura 8. 
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Figura 8. Modelos bidimensionales del modo de unión del receptor Ste2 a la feromona alfa.  En la parte izquierda se ilustra el modelo de Lee B. K, et al., 2001, 

que destaca el contacto de la Gln10 (feromona) con los residuos Ser47/Thr48 (receptor). En la parte central se muestra el modelo propuesto por Lin J. C., et al, 

2003, que ilustra el contacto entre la Tyr13 (feromona) y la Phe204 (receptor), así como el contacto entre los residuos Trp1His2Trp3 (feromona) y la Tyr266 

(receptor). En la parte derecha se muestra el modelo de Son C. D., et al., 2004, en donde los residuos en contacto con la feromona alfa  se indican con estrellas: la 

Gln10 (feromona) interactúa con los residuos Ser47 y/o Thr48 (receptor), el Trp1 y el Trp3 (feromona) interactúan con la Phe262 y la Tyr266 (receptor). 

Imágenes tomadas de Lee B. K., et al, 2001; Lin J. C. et al., 2003 y Son C. D., et al., 2004. 
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El asa extracelular II (AE-II) de Ste2 

Diferentes estudios indican que el AE-II desempeña funciones importantes en GPCRs que 

se unen a pequeñas moléculas o a péptidos. Por ejemplo, el AE-II participa en la unión al 

ligando en el receptor opioide (Wang J. B., et al, 1994), en los receptores de secretina 

(Holtmann M. H.,1996), quimiocina (Samson M., et al., 1997), somatostatina (Greenwood 

M. T., et al. 1997), prostaglandina (Stillman B. A., et al, 1999), dopamina (Shi L. y Javitch 

J. A., 2004), melatonina (Mazna P., et al., 2005), vasopresina (Conner M., et al, 2007), 

receptor muscarínico (Scarselli M., et al., 2007), receptor canabinoide (Ahn K. H., et al., 

2009),  tirotropina (Kleinau G. y Krause G., 2009), angiotensina (Unal H., et al., 2010), 

histamina H1 (Shimamura T., et al., 2011) e histamina H4 (Wifling D., et al., 2015). 

En otros GPCRs, el AE-II cumple la función de regulador negativo;  por ejemplo, en la 

rodopsina esta asa posee una horquilla-β antiparalela que forma una tapa que “sella” el sitio 

de unión al ligando (Palczewski K., et al., 2000), mientras que en el receptor C5a el AE-II 

se inserta entre las hélices transmembranales para bloquear la actividad del receptor (Klco 

J. M., et al., 2005).  

El AE-II posee un enlace disulfuro altamente conservado en la superfamilia de GPCRs que 

conecta el asa con el extremo de la HIII. Este enlace disulfuro media el acoplamiento entre 

el dominio extracelular y el dominio transmembranal (Karnik S. S., et al., 2003).  

El AE-II de Ste2 se conforma por los residuos Met189 a Asn205, su secuencia es 

MIVTYNDVSATQDKYFN. Ste2 carece del enlace disulfuro en el AE-II, por lo que se ha 

propuesto que otras interacciones podrían mediar el acoplamiento entre los dominios 

extracelular y transmembranal, como ocurre en el caso de otros receptores que carecen de 

este enlace (Janz, et al., 2003).  

En este trabajo se realizó un alineamiento de secuencia entre Ste2 y otros receptores 

homólogos para encontrar los residuos conservados en el AE-II utilizando la plataforma 

Pfam (Figura 9).  Pfam es una base de datos en donde se pueden consultar y obtener 

agrupamientos de secuencias de proteínas en familias, basados en sus alineamientos y 

dominios.  
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Esta plataforma utiliza los algoritmos de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

para alinear toda la secuencia y HMM (Hidden Markov Models) para definir los dominios 

(Sonnhammer E. L., 1998). Los residuos conservados identifican residuos potencialmente 

críticos para la función de una proteína. Debido a esto, en este proyecto se decidió trabajar 

con la Ile190 para estudios de mutagénesis. 

 

Figura 9. Alineamiento del AE-II de Ste2 entre especies de hongos realizado por Pfam. El residuo 

conservado isoleucina en el AE-II se muestra en color gris. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

Los GPCRs  son considerados nodos de comunicación esenciales entre el medio interno y 

el medio externo de las células. El mal funcionamiento de estos receptores puede afectar 

diversos procesos celulares y conducir a estados patológicos. Cerca del 60 % de las drogas 

terapéuticas comerciales actúan sobre GPCRs en el tratamiento de diversas patologías tales 

como falla cardiaca (β-adrenoceptores), úlcera gástrica (receptores de histamina), 

carcinoma de próstata (receptores gonadorelina), hipertensión (receptores adrenérgicos y 

receptores de angiotensina), dolor (receptores opioides) y asma bronquial (β2 

adrenoceptores) (Lundstrom K., 2009; Bosier B., 2007). En las últimas tres décadas se ha 

realizado una investigación extensiva tanto académica como industrial en torno a la 

relación entre la estructura y la función de estos receptores. En 2012, Brian Kobilka y 

Robert Lefkowitz fueron galardonados con el Premio Nobel en Química por sus estudios 

sobre GPCRs. 

A pesar de que Ste2, el receptor de feromona alfa en S. cerevisiae,  no muestra identidad 

global de secuencia con otros GPCRs, es un hecho establecido que los dominios de GPCRs 

muy distintos en secuencia presentan fuertes similitudes en su organización y función. Por 

ejemplo, en la mayoría de los GPCRs, la orientación de las hélices es a contra reloj desde la 

HI a la HVII, cuando son vistas desde la superficie extracelular (Ji T. H. et al., 1998), el AI-

III ha sido implicada en la activación de la proteína G (Clark C. D., 1994; Stefan C. J. y 

Blumer K. J., 1994), el dominio amino terminal es glicosilado y el dominio carboxilo 

terminal es forsforilado a fin de mediar la endocitosis y desensibilización del receptor 

(Rohrer J., 1993; Schandel K. A., 1994; Chen Q. y Konopka J. B., 1996). En otro caso, 

Ste2 y el receptor β adrenérgico poseen sólo un 22% de identidad y aun así en ambos 

receptores la unión al ligando ocurre en el dominio transmembranal y es mediado por los 

aminoácidos aromáticos de la HVI (Strader C. D., et al., 1989; Henry L. K., et al., 2002).  

Debido a estas similitudes,  Ste2 se considera una proteína modelo para el estudio de los 

GPCRs (Dohlman H. G., 1991).  El estudio de Ste2 ha conducido a avances importantes  en 

el entendimiento de los GPCRs, tales como el descubrimiento de la familia de Reguladores 
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de la señalización de proteínas G (RGS), proteínas implicadas en la desensibilización de la 

respuesta a feromona  (Chan R. K., y Otte C. A., 1982).   Por ello, la principal motivación 

de este trabajo es estudiar la relación entre la estructura y la función de Ste2, a través de 

construir un modelo tridimensional del receptor asociado a su ligando y experimentos de 

mutagénesis sitio dirigida. Este trabajo permitirá profundizar en el entendimiento de los 

mecanismos de acción de los GPCRs. 
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III. HIPÓTESIS 

 

La mutación de Ile190 en Ste2 afectará la función del receptor de inducir la inhibición del 

crecimiento de la levadura. 

 

IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Estudiar la participación del residuo Ile190 en la estructura y función del receptor Ste2 

mediante técnicas de mutagénesis sitio dirigida, modelado molecular y docking. 

Objetivos específicos 

1. Generar mutantes puntuales al azar del residuo Ile190 de Ste2 en 

Escherichia coli. 

2. Transformar y expresar los receptores Ste2 mutantes en células MATa de S. 

cerevisiae. 

3. Determinar si la mutación de Ile190 en Ste2 afecta su función de inducir la 

inhibición del crecimiento de la levadura. 

4. Construir un modelo estructural del receptor que sea coherente con la 

información bioquímica experimental disponible. 

5. Obtener un modelo tridimensional de la interacción entre Ste2 y la feromona 

que permita estudiar con detalle atómico el modo de unión. 
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V. MATERIAL 

 

Cepas y plásmidos 

Las cepas empleadas en este trabajo fueron: 

Bacterias: Escherichia coli 

 Cepa DH5, genotipo: supE44 ∆lacU169 (o80 lacZ∆M15) HSDr17 recA1 endA1 

GYRa96 thi-relA1 

 Cepa XL-blue, genotipo: recA1 endA1   rA96    -1  sd 17 supE44 relA1 lac      

proAB lacIZ∆M15 Tn10 (Te )] 

Levaduras: Saccharomyces cerevisiae  

 Cepa BY4741MATa, genotipo:   s3∆1 leu2∆0 me 15∆0 ura3∆0 

 Cepa ∆Ste2 YFLOW26W, genotipo:   s3∆1 leu2∆0 me 15∆0 ura3∆0 ∆YFLO26W:: 

kanMX4 

Los plásmidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes: 

 pGRB2.2-STE2: Es un vector integrativo de 7.1 kb. Presenta el promotor pGK1 no 

inducible, fuerte y constitutivo, de expresión en Candida glabrata. Contiene el gen 

STE2 de S. cerevisiae, así como el marcador URA3 de S. cerevisiae y el origen de 

replicación CEN ARS de C. glabrata. Fue amablemente proporcionado por la Dra. 

Irene Castaño de la División de Biología Molecular del Instituto Potosino de 

Investigación Científica y Tecnológica (IPYCIT). 

 pYES2: Es un vector lanzadera de bacteria/levadura de 5.856 kb que permite la 

expresión de proteínas en S. cerevisiae. Su secuencia se encuentra depositada en 

www.invitrogen.com. Presenta el promotor GAL1 de S. cerevisiae, el cual es 

inducible por galactosa y reprimido por glucosa. Posee un origen de replicación 2 

micron (µ), genes de resistencia a ampicilina y el marcador URA3. Fue amablemente 

proporcionado por el laboratorio del Dr. Roberto Coria del Laboratorio de Genética 

Molecular del Instituto de Fisiología Celular.  

http://www.invitrogen.com/
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 pYES2-STE2. Se obtuvo a partir de la subclonación del gen STE2 en el vector 

pYES2. 

 

Medios y condiciones de cultivo 

Para las cepas de bacteria se empleó medio Luria Bertani (LB) con NaCl 5g/L, triptona 

10g/L, extracto de levadura 5 g/L, ajustando el pH a 7.5 y la ampicilina se añadía al medio 

con una concentración final de 100 g/ml. Para los medios sólidos se agregó agar al 1.5%. 

Las cepas de levadura se cultivaron en medio YPD  (Yeast Extract- Peptone-Dextrose) 

líquido y sólido (agar 1.5%). El medio YPD se preparó bajo las siguientes especificaciones: 

extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%. El medio de cultivo fue esterilizado a 

120 °C por 20 minutos. Las transformantes crecieron en medio mínimo SC Drop-out sin 

uracilo, el cual se preparó bajo las siguientes especificaciones: base de nitrógeno de 

levadura sin aminoácidos 0.67%, glucosa 2%, mezcla de aminoácidos 0.79% y fosfato 

monobásico de potasio 0.1%. El pH del medio se ajustó a 5.5 con hidróxido de sodio y 

posteriormente se esterilizó a 120 °C por 20 minutos. 

Sistemas comerciales 

 Todas las extracciones de plásmidos se hicieron con el QIAprep Spin Miniprep Kit 

obtenido de QIAGEN (Cat. No. 27106).  

 Las purificaciones de DNA por columna se realizaron con el PCR Purification Kit 

obtenido de QIAGEN (Cat. No. 28106).   

 Las purificaciones de DNA por gel se realizaron con el QIAquick Gel Extraction Kit  

deQIAGEN (Cat. No. 28706).  

 La mutagénesis sitio dirigida de Ile190 fue realizada utilizando el QuikChange 

Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies (Cat. No. 210519). 

Enzimas y marcadores de peso molecular 

 XbaI, New England, Biolabs (# R0145S) 

 EcoRI, New England, Biolabs (#R0101S) 

 HindII, New England, Biolabs (#R0104S) 

 Ligasa T4, Invitrogen (Cat. No. 15224-017) 

 Fragmento largo de la polimerasa I, Klenow, Fermentas (#EP0051) 
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 Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Fermentas (#EF501) 

 Marcador de peso molecular de 1kb, New England, BioLabs (#N3232S) 

Oligonucleótidos 

Todos los oligonucleótidos fueron sintetizados en la Unidad de Biología Molecular del 

Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Las secuencias de los nucleótidos se representan 

usando las siguientes abreviaturas: A, Adenina; C, Citosina; T, Timina; G, Guanina; S, 

Guanina y Citocina; N, Adenina, Citosina, Guanina y Timina. 

Oligonucléotidos utilizados para la amplificación del gen STE2: 

 Fw  5’GGGTCTAGAATGTCTGATGCGGCTCC 3’ (UBM Oligo No. 9076) 

 Rv 5´GGGGAATTCTCATAAATTATTATTATCTTCAG 3´(UBM Oligo No. 

9077) 

Oligonucléotidos utilizados para la mutagénesis sitio dirigida del gen STE2: 

 Fw 5’GCGCTGTTAAAGGTATGNNSGTGACTTATAATGATGTTAGTGCCACCC 3’ 

(UBM Oligo No. 13-093) 

 Rv   5’GGGTGGCACTAACATCATTATAAGTCACSNNCATACCTTTAACAGCGC 3’  

 (UBM Oligo No. 13-094) 

Oligonucléotidos utilizados para la secuenciación del gen STE2: 

 Fw 5’GGGTCTAGAATGTCTGATGCGGCTCC 3’ (UBM Oligo No. 9076) 

 Rv 5’GCACCATAAACATGAACGTC 3’ (UBM Oligo No. 13-171) 

 Fw 5’GAGACTTCACTGGTGTTTC3’ (UBM Oligo No. 13-169) 

 Fw 5´CATCAATGTGGGCCACGG 3´ (UBM Oligo No. 13-170) 

Feromona alfa 

Se obtuvo de la compañía Anaspec. Para la preparación de la solución madre de feromona 

alfa se pesó 1 mg y se disolvió en agua estéril (1 mL). Posteriormente fue cuantificada 

espectrofotométricamente en un equipo de Nanodrop a 280 nm.  
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Equipo 

 Una computadora personal con conexión a Internet y un buscador Web. 

 Espectro UV-VIS, RS LaboMed, Inc. Accesorios: celdas de poliestireno de 1 cm de 

paso de luz. 

 Nanodrop Thermo Scientific. Accesorios: Nanodrop software 

 Synergy Mx, BioTek. Accesorios: Gen5 Software, placas de ensayos de 96 pozos de 

media área con tapa para baja evaporación, fondo plano, tratadas para cultivo de 

tejidos, estériles, poliestireno, Costar. 

 Thermomixer Comfort, Eppendorf. Accesorios: termoblock para tubos de 

microcentrífuga de 1.5 mL. 

Servidores 

 i-TASSER se utilizó para la construcción del modelo de Ste2. Disponible en 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ 

 PEP-FOLD fue utilizado para realizar el modelo de feromona alfa.  Disponible en 

http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/ 

 ClusPro se utilizó para realizar el docking de Ste2 con la feromona alfa. Disponible 

en http://cluspro.bu.edu/login.php. 

Software 

 El visualizador molecular PyMOL (http://PyMOL.sourceforge.net) se utilizó para 

inspeccionar la estructura tridimensional de la proteína modelada.  

 El programa CHARMM fue utilizado para minimizar la energía del complejo Ste2-

feromona . 

 El programa PROCHEK fue utilizado para realizar los gráficos de Ramachandran. 

Datos 

 Secuencia de STE2 en formato fasta obtenida de la base de datos pública UniProt 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q03497). 

 Secuencia de la rodopsina en formato fasta obtenida de la base de datos pública 

UniProt (http://www.uniprot.org/uniprot/P02699). 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
http://cluspro.bu.edu/login.php
http://pymol.sourceforge.net/
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03497
http://www.uniprot.org/uniprot/P02699
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 Archivo PDB de la rodopsina (1U19)  

(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1U19). 

 Secuencia de la feromona  en formato fasta obtenida de la base de datos pública 

GenBank (AAA88727.1) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1197054?report=genpept). 

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1U19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1197054?report=genpept
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VI. MÉTODOS 

 

Búsqueda de las mutaciones puntuales reportadas para Ste2 

Para la búsqueda de las mutaciones puntuales reportadas para Ste2, se siguieron dos 

estrategias: (1) se consultó la PMD (Protein Mutant Database) (Kawabata, T., Ota, M., y 

Nishikawa, K., 1999) y (2) se utilizó el motor de búsqueda de PubMed 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) para encontrar los artículos que hacen referencia a 

mutantes reportadas Ste2, usando el término de búsqueda “mutagenic” , “mutagenesis”, 

“residues” en combinación con cada una de las siguientes palabras o frases: Ste2, yeast 

mating alpha-factor receptor, yeast mating pheromone receptor, yeast alpha-factor receptor, 

yeast pheromone receptor, alpha-factor receptor of yeast, alpha-pheromone receptor of 

yeast, alpha-factor receptor of Saccharomyces cerevisiae, alpha-pheromone receptor of 

Saccharomyces cerevisiae, G proteín-coupled alpha-factor receptor, G proteín-coupled 

alpha-pheromone receptor. 

Construcción del vector pYES2-STE2 

El plásmido pYES2-STE2 se construyó a partir de dos plásmidos: pYES2 y pGRB2.2-

STE2, los cuales comparten el sitio de restricción EcoRI. En el vector pGRB2.2-STE2,  el 

fragmento correspondiente al gen STE2 se flanquea por dos sitios de restricción: XbaI en el 

extremo 5’, y EcoRI en el extremo 3’. Se cortó a pGRB2.2-STE2 con la enzima XbaI, y el 

extremo cohesivo generado se rellenó con Klenow. Después, se digirió con EcoRI para 

obtener el fragmento de 1296 pb correspondiente a STE2 y este fragmento se purificó en 

geles. Al mismo tiempo, el vector pYES2 fue cortado con HindIII y el extremo cohesivo 

generado se rellenó con Klenow. Luego se digirió con EcoR1, se añadió la fosfatasa 

alcalina SAP y se purificó en columnas. La ligación se realizó con la Ligasa T4, utilizando 

una relación inserto-vector 3-1 e incubando por 16 horas a 16 °C. El producto de la ligación 

se utilizó para transformar células competentes DH5α y la selección del plásmido se realizó 

con medio LB suplementado con ampicilina. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Mutagénesis sitio dirigida de Ste2 

Para generar las mutaciones se utilizó el sistema comercial “QuikChange Lightning” de  

mutagénesis sitio dirigida. Siguiendo las especificaciones del sistema comercial, se diseñó 

un par de oligonucleótidos mutagénicos que generan la mutación al azar del residuo 190 de 

Ste2 cambiando el codón AUU que originalmente codifica para Ile190 por NNG/C. Dado 

que el código genético es redundante, utilizando NNG/C es posible obtener cualquiera de 

los veinte aminoácidos, pues éste permite obtener 32 combinaciones diferentes de codones. 

Los oligonucleótidos mutagénicos poseen 48 bases de longitud, contienen únicamente la 

mutación deseada a la mitad de su longitud y se alinean en la misma secuencia de cadenas 

opuestas del plásmido pYES2-STE2. Presentan Tm=78.5 °C, contenido de GC=41.6 %, 

mismatch de 6.25 % y al menos 3 residuos C o G en los extremos (ver secuencia en la parte 

de Oligonucleótidos de la sección Materiales). Con estos oligonucleótidos mutagénicos se 

amplificó el vector pYES2-STE2 silvestre utilizando la polimerasa PfuTurbo. La reacción 

de PCR se realizó bajo las condiciones  descritas en la Tabla 2 y utilizando el programa 

descrito en la Tabla 3. 
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Tabla 2. Mezcla de la reacción de PCR para la mutación al azar de la isoleucina 190 de Ste2  

 

Componentes de la mezcla 

de la reacción 

Volumen del control 

positivo 
Volumen de la muestra 

H2O 

10x Reaction Buffer 

QuickSolution reagent 

dNTPmix 

Primer 1 

Primer 2 

DNA templado 
PfuUltra high-fidelity DNA polymerase 

39 µl 

5 µl 

1.5 µl 

1 µl 

1.25 µl 

1.25 µl 

2 µl 

1 µl 

39.5 µl 

5 µl 

1.5 µl 

1 µl 

1 µl 

1 µl 

2 µl 

1µl 

Volumen total 50 µl 50 µl 
 

 

 

Tabla 3. Programa de PCR para la mutación al azar de la isoleucina 190 de Ste2 

Ciclos Temperatura Tiempo 

1 95 °C 2 minutos 

18 

95 °C 

60 °C 

68 °C 

20 segundos 

10 segundos 

3.5 minutos (30 segundos 

por kb) 

1 68 °C 7 minutos 
 

 

El producto de la PCR obtenido fue incubado por 30 minutos con la endonucleasa DpnI 

para digerir el plásmido parental y el  plásmido mutante remanente de la digestión fue 

transformado en E. coli DH5α. La selección del plásmido mutante fue realizada en medio 

LB suplementado con ampicilina. 
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Secuenciación 

Cada mutación se confirmó mediante secuenciación de DNA realizado en la Unidad de 

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. 

Transformación de la levadura 

Las transformaciones de levadura fueron realizadas por el método modificado de Chen et 

al., 1992, el cual está basado en la adición de acetato de litio (LiOAc), polietilenglicol 

(PEG) y β-mercaptoetanol al medio de transformación. Las transformantes se seleccionaron 

por su crecimiento en medio mínimo sin uracilo.  

Preparación de las muestras 

Los cultivos fueron incubados por 24 horas a 30°C con agitación constante a 200 rpm con 

medio mínimo sin uracilo con glucosa. Luego los cultivos se cambiaron a medio mínimo 

sin uracilo con galactosa y se incubaron por 6 horas adicionales para inducir la expresión de 

Ste2. Pasado el tiempo de incubación, se diluyeron a una D.O. de 0.11 para seguir su 

crecimiento mediante densitometría óptica a 600 nm. 

Curvas de crecimiento 

La actividad biológica de cada mutante fue evaluada a través del análisis de las curvas de 

crecimiento. Se colocaron en placas estériles de 96 pozos de media área, 37.5 µl de la 

dilución de células a 0.11 de D.O. a 600 nm con agua estéril y feromona alfa a una 

concentración final de 10µM, llevando a un volumen final de 150 µl con el medio 

respectivo. Una vez preparada la placa, ésta se incubó a 30°C en el equipo Synergy MX 

con una agitación rápida y constante, tomando lecturas de la D.O. a 600 nm cada hora 

durante 24 horas; el equipo se manipuló mediante el programa Gen5. Cada experimento se 

realizó por triplicado.   

Área bajo la curva  

Los datos de las curvas de crecimiento de cada cepa fueron normalizados y se calculó el 

área bajo la curva (ABC) utilizando el método de aproximación por trapecios, el cual utiliza 

la fórmula: 
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El área bajo la curva (ABC) de crecimiento relaciona la O.D. con el tiempo y es una 

medida del crecimiento total de la levadura. En presencia de feromona alfa se inhibe el 

crecimiento de la población celular, de tal manera que la fase exponencial se retrasa con 

respecto a las poblaciones sin feromona alfa, dando lugar a una reducción del ABC. 

Se escogió este método debido a que está linealmente relacionado con la tasa de 

crecimiento de la levadura y es utilizado comúnmente para cuantificar el efecto de 

inhibidores del crecimiento de microorganismos (Tiina M., y Sandholm M., 1989; Lambert 

R. J. W., y Pearson J., 2000). 

Cambio en la sensibilidad a feromona alfa 

El valor de sensibilidad a feromona alfa para cada cepa se obtuvo de la siguiente forma: 

Sensibilidad FerA = ABC(Mut + H2O) - ABC(Mut + FerA) 

El porcentaje de cambio en la sensibilidad a feromona alfa se calculó para cada cepa de la 

siguiente manera: 

Cambio en Sensibilidad FerA =   Sensibilidad FerA (Mut) - Sensibilidad FerA (Silvestre)  x 100 
                                               Sensibilidad FerA (Silvestre) 

 

 

Construcción de un modelo estructural del receptor Ste2 

El modelado de proteínas permite obtener un modelo teórico de la estructura de la proteína, 

el cual si bien no es una representación exacta, permite generar hipótesis acerca de los 

detalles moleculares de la función de la proteína. Los GPCRs son proteínas especialmente 

difíciles de cristalizar debido a su naturaleza lipofílica, por lo cual el modelado molecular 

resulta una herramienta muy útil para estudiar a estos receptores.  

La metodología utilizada para construir el modelo de Ste2 se explica en la Figura 10. 
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Figura 10. Diagrama simplificado de las etapas para la construcción de un modelo de Ste2 por i-TASSER. 

Para generar los modelos estructurales de Ste2 se proporcionó a i-TASSER la secuencia de Ste2, un 

alineamiento Ste2-rodopsina, el archivo PDB de la rodopsina, así como restricciones de distancia entre hélices 

y datos experimentales de los segmentos transmembranales. Adicionalmente, a partir de la secuencia de Ste2, 

i-TASSER también buscó templados por reconocimiento del plegamiento o “threading” en la base de datos 

PDB y utilizó fragmentos estructurales extraídos de los templados encontrados. 

El servidor i-TASSER 

Para obtener el modelo estructural de Ste2 se utilizó el programa i-TASSER V4.1 (Iterative 

Threading ASSEmbly Refinement). i-TASSER es un servidor que predice la estructura 

tridimensional de una proteína de secuencia conocida (Yang J., et al., 2015). Se seleccionó 

este servidor debido a que fue el método de predicción de estructura con mejores resultados 

en las pruebas CASP7 a  CASP11  (Critical Assessment of Techniques for Protein 

Structure Prediction) y en otras pruebas de evaluación comparativa a gran escala (Wu S., et 

al., 2007; Zhang Y., et al., 2006; Zhang Y. y Skolnick J., 2004). 

i-TASSER acepta secuencias de proteínas con una longitud de 10 a 1500 aminoácidos y 

combina técnicas de reconocimiento del plegamiento o “threading”, modelado por 

homología, modelado ab initio y refinamiento de estructura a nivel atómico. En el 

“threading” se hace un alineamiento secuencia-estructura, donde la secuencia problema y la 
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secuencia templado no necesitan estar relacionadas por su identidad en secuencia, sino por 

adoptar un plegamiento similar (Zhang Y., y Skolnick J., 2004). En el modelado por 

homología la estructura de una o varias proteínas homólogas son usadas como molde. La 

identidad de secuencia entre la proteína a modelar y la proteína templado debe ser al menos 

de un 30% (Rost B., 1999). Cuando la identidad de secuencia entre la proteína problema y 

la proteína templado cae por debajo de este valor la calidad del modelo disminuye debido a 

la carencia de una correspondencia estructural significativa y a errores de alineamiento. En 

el modelado ab initio se intenta predecir la conformación nativa de una secuencia partiendo 

únicamente de su secuencia. Las predicciones ab initio producen los resultados menos 

precisos y se utilizan principalmente para proteínas pequeñas (Wu S., et al., 2007). 

Brevemente, a partir de la secuencia de la proteína a modelar, i-TASSER a través del 

programa LOMETS (local meta-threading-server) identifica plegamientos cercanos en la 

base de datos PDB y utiliza los fragmentos estructurales identificados para ensamblar las 

conformaciones estructurales de las secciones que se alinean correctamente. Para las 

regiones no alineadas (por ejemplo, las asas) i-TASSER utiliza la técnica de modelado ab 

initio. Los fragmentos estructurales son  ensamblados y refinados a través de simulaciones 

Monte Carlo. Los modelos resultantes son agrupados por SPICKER, el cual obtiene un 

centroide para cada grupo. Después, la simulación Monte Carlo se implementa nuevamente 

a las conformaciones del centroide para eliminar superposiciones estéricas y se seleccionan 

las conformaciones con energía más baja. Por último, Pulchra y Scwrl agregan las cadenas 

laterales a los carbono alfa (Yang J., et al., 2015; Roy A., et al., 2010). 

De  manera alternativa, el usuario puede guiar a i-TASSER en el modelado de la proteína, 

por ejemplo designando una estructura PDB  específica como templado. En este caso, el 

usuario puede proporcionar un alineamiento entre las secuencias de la proteína molde y la 

proteína de interés. También es posible, proporcionar a i-TASSER información estructural, 

como distancias y contactos residuo-residuo, así como especificaciones de  estructura 

secundaria. Estos datos pueden provenir de evidencia experimental o de datos biológicos y 

son muy útiles para mejorar la calidad del modelo cuando se carece de un templado 

apropiado. i-TASSER produce cinco modelos de la secuencia proporcionada y provee un 

C-score para indicar cuál es probablemente el mejor modelo.  



 51 

En este trabajo, se modelaron los residuos 47 al 296 de Ste2, mientras que los dominios N-

terminal (residuos 1-46) y C-terminal (residuos 297-431) no fueron modelados debido a 

que estos no son necesarios para la unión Ste2-feromona. Además, su modelado hubiera 

disminuido considerablemente la calidad del modelo final debido a que estas regiones 

tienden a ser menos conservadas que los segmentos transmembranales, limitando el uso de 

un templado. La secuencia de Ste2 enviada a i-TASSER fue descargada de la base de datos 

UniProt (Figura 11). 

>Ste2 

STVTQAIMFGVRCGAAALTLIVMWMTSRSRKTPIFIINQVSLFLIILHSALYFKYLLSNYSSVTYA

LTGFPQFISRGDVHVYGATNIIQVLLVASIETSLVFQIKVIFTGDNFKRIGLMLTSISFTLGIATV

TMYFVSAVKGMIVTYNDVSATQDKYFNASTILLASSINFMSFVLVVKLILAIRSRRFLGLKQFDSF

HILLIMSCQSLLVPSIIFILAYSLKPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMW  

Figura 11. Secuencia de Ste2 enviada a i-TASSER 

 

Selección de la rodopsina como templado 

Originalmente se intentó construir un modelo de Ste2 enviando a i-TASSER sólo la 

secuencia de Ste2. Sin embargo,  los modelos generados por el servidor eran de muy mala 

calidad debido a que i-TASSER buscaba y seleccionaba templados en la base de datos PDB 

que tenían una identidad de secuencia muy baja o no pertenecían a la superfamilia de los 

GPCRs. Por ello, se optó por guiar a i-TASSER en la construcción del modelo de Ste2 a 

través de proporcionarle una estructura PDB específica como templado.  

La rodopsina, un miembro de la clase A de GPCRs, se utiliza ampliamente como templado 

para construir modelos tridimensionales de otros GPCRs, Sin embargo, la rodopsina y Ste2 

poseen una identidad de secuencia muy baja (20%). A diferencia de la rodopsina, Ste2 no 

posee el motivo ERY en el extremo citoplasmático de la hélice III, ni la secuencia NPXXY 

en la hélice VII, o el puente disulfuro entre el AEII y la hélice III.  

A pesar de esto, se sabe que Ste2 y la rodopsina tienen similitudes estructurales, por 

ejemplo la proximidad de las hélices V y VI es similar entre Ste2 y la rodopsina (Dube P. et 

al., 2000). Además, se han identificado similitudes funcionales para residuos polares y 
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residuos conservados en ambos receptores (Eilers et al., 2005). Algunas de estas similitudes 

se indican a continuación. 

En la rodopsina las interacciones HI-HII son mediadas por los residuos conservados y 

polares Asn55 (HI) y Asp83 (HII). En Ste2, los residuos Arg58 e His94, se localizan en 

posiciones de las HI y HII similares a Asn55 y Asp83 de la rodopsina y se cree que median 

las interacciones HI-HII (Eilers, et al., 2005).  

En la HIII de la rodopsina existen tres residuos polares, Glu113, Glu122 y Glu134, 

mientras que de forma similar, en la HIII de Ste2, se encuentran Gln135, Glu143 y Gln149. 

Glu113 en la rodopsina y Gln135 en Ste2, ambos ubicados en el extremo extracelular de la 

HIII, cumplen funciones paralelas en la activación por ligando (Robinson P. R., et al., 

1992; Cohen G. B., et al., 1992; Dosil M., et al., 1998).  

Glu134 forma parte del motivo ERY en la rodopsina, siendo Gln149 de Ste2 su equivalente 

funcional. Ambos, Glu134 en la rodopsina y Gln 149 en Ste2 son residuos cuya mutación 

conduce a activación constitutiva, y ocupan una posición similar en el extremo de la HIII 

(Cohen G. B., et al., 1993; Kim J. M., et al., 1997; Parrish W., et al., 2002).  

Las prolinas de las HVI y HVII, conservadas tanto en la rodopsina (Pro267 y Pro303) como 

en Ste2 (Pro258 y Pro290),  son esenciales en posiciones similares de ambos receptores. 

Las prolinas conservadas en GPCRs son consideradas generalmente como microdominios y 

proveen un punto de flexibilidad. Con base a estas posiciones conservadas y 

funcionalmente equivalentes de estos receptores es posible obtener un buen alineamiento 

Ste2-rodopsina, necesario para el modelado por homología. 

Entonces, a pesar de que Ste2 y la rodopsina tienen una identidad de secuencia baja (20%), 

en este trabajo se escogió a la rodopsina como templado para modelar los segmentos 

transmembranales de Ste2, debido a que 1) Ste2 y la rodopsina comparten propiedades 

estructurales y funcionales   2) es posible obtener un buen alineamiento Ste2-rodopsina, con 

base a la comparación de los residuos funcionalmente equivalentes de ambos receptores 

(Eilers et al, 2005), y 3) la rodopsina ha sido empleada como templado anteriormente por 

otros grupos para construir modelos de Ste2 (Lin et al., 2003; Eilers, et al., 2005). 
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De los GPCRs con estructura cristalográfica conocida al momento de realizar este trabajo, 

es el receptor beta 2 adrenérgico (PDB: 2rhl) el que muestra mayor identidad de secuencia 

con Ste2 (22%). Sin embargo, se consideró a la rodopsina (PDB:1U19) como mejor 

templado para Ste2 debido a que se dispone de una gran cantidad de información 

bioquímica, genética y datos de experimentos de mutagénesis de ésta, lo que facilita la 

comparación estructural con Ste2 necesaria para obtener un buen alineamiento; y 

considerando que la diferencia entre la similitud de secuencia con Ste2 de estas dos 

estructuras es mínima. 

Cuando se proporciona un templado a i-TASSER es posible enviarle el alineamiento entre 

la proteína problema y el templado en formato FASTA, así como la estructura del templado 

en formato PDB. El alineamiento Ste2-rodopsina enviado a i-TASSER fue el reportado por 

Eilers et al., 2005, que se basa en las posiciones conservadas y funcionalmente equivalentes 

de estos receptores mencionadas anteriormente (Figura 12), mientras que la estructura de 

la rodopsina enviada a i-TASSER fue la 1U19 descargada de Protein Data Bank.  

>Ste2 

MSDAAPSLSNLFYDPTYNPGQSTINYTSIYGNGSTITFDELQGLVNSTVTQAIMFGVRCG 

AAALTLIVMWMTSRSRKTPIFIINQVSLFLIILHSALYFKYLLSNYSSVTYALTGFPQFI 

SRGDVHVYGATNIIQVLLVASIETSLVFQIKVIFTGDNFKRIGLMLTSISFTLGIATVTM 

YFVSAVKGMIVTYNDVSATQDKYFNASTILLASSINFMSFVLVVKLILAIRSRRFLGLKQ 

FDSFHILLIMSCQSLLVPSIIFILAYSLKPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMWA 

 

>Rodopsina 

-----------------------------------------------LAAYMFLLIMLGF 

PINFLTLYVTVQH---------ILLNLAVADLFMVFGGFTTTL----------------- 

---------GFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVC-------NHAIMGVAFTWVMALAC 

AAPPLVGW-----------------VIYMFVVHFIIPLIVIFFCYGQLVFTV-------- 

-------IIMVIAFLICWLPYAGVAFYI-------TIPAFFAKTSAVYNPVIYIMM 

 

Figura 12. Alineamiento de Ste2-rodopsina reportado por Eilers, et al., 2005. Los segmentos 

transmembranales de Ste2 se muestran en negritas. En la rodopsina solamente se muestra la secuencia de los 

segmentos transmembranales. 

Sin embargo, debido a que  i-TASSER está automatizado para identificar fragmentos 

estructurales cercanos a la proteína problema en la base de datos PDB, en el proceso de 

modelar a Ste2 i-TASSER utilizó, además del templado proporcionado (rodopsina), la 
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estructura de Ste2 correspondiente a las hélices HI y HII (residuos 31-110)  resueltas por 

resonancia magnética nuclear (PDB: 2K9P) (Figura 6), así como la estructura 

cristalográfica del receptor de glutamato (PDB: 4OR2), un miembro de la clase C de 

GPCRs. Ste2 y el receptor de glutamato tienen un 20% de identidad de secuencia. 

Restricciones de estructura secundaria y restricciones de distancia entre hélices 

Las restricciones de estructura secundaria enviadas a i-TASSER permitieron definir los 

inicios y finales de los segmentos transmembranales. Estas restricciones se obtuvieron de 

los datos publicados de experimentos de accesibilidad al solvente por Choi Y. y Konopka J. 

B., 2006 y son: HI residuos 49-73, HII residuos 83-103, HII residuos 130-156, HIV 

residuos 164-188, HV residuos 206-232, HVI residuos 248-268, HVII residuos 276-295.  

A fin de guiar a i-TASSER en el modelado correcto de la orientación de las hélices 

transmembranales, se enviaron restricciones de distancia para los carbonos alfa de los 

siguientes pares de residuos en Ste2: 

Extracelulares: 48-103, 48-130, 48-188, 48-206, 48-268, 48-276, 103-130, 103-188, 103-

206, 103-268, 103-276, 130-188, 130-206, 130-268, 130-276, 188-206, 188-268, 188-276, 

206-268, 206-276, 268-276.   

Intracelulares: 73-83, 73-156, 73-164, 73-232, 73-248, 73-296, 83-156, 83-164, 83-232, 83-

248, 83-296, 156-164, 156-232, 156-248, 156-296, 164-232, 164-248, 164-296, 232-248, 

232-296, 248-296 

La distancia entre cada par de hélices fue calculada a partir del archivo PDB 1U19 de la 

rodopsina. Estas distancias se mandaron a i-TASSER como restricciones para el modelado 

de las hélices de Ste2 (Figura 13).  

Cuando no se proporcionaban estos datos a i-TASSER las hélices de los modelos 

resultantes tenían orientaciones o plegamientos claramente incorrectos (Figura 14). 
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Figura 13. Orientación de las hélices transmembranales de la rodopsina. A partir de las coordenadas de los 

aminoácidos ubicados en los extremos de la rodopsina se calculó la distancia entre los carbono alfa de cada 

par de hélices. Vista extracelular de la rodopsina (PDB:1u19) (izquierda). Ilustración de las restricciones de 

distancia enviadas a i-TASSER, cada línea representa la distancia entre el par de hélices correspondiente 

(derecha).   

 

Figura 14. Modelos de Ste2 resultantes cuando no se le proporcionaban a i-TASSER restricciones de 

distancia entre hélices ni restricciones de estructura secundaria. En el modelo de Ste2 de la izquierda se 

aprecia que las hélices no siguen la orientación a contra reloj empezando por la HI, la cual es característica de 

los GPCRs. En el modelo de Ste2 de la derecha, la orientación de las hélices es correcta, pero la HVII está 

parcialmente desestructurada. 
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Modelado de las asas extracelulares e intracelulares 

Las asas son generalmente demasiado pequeñas para  proporcionar información suficiente 

sobre su plegamiento local. Debido a su variabilidad en secuencia y a su flexibilidad 

conformacional, las asas que conectan las hélices de los GPCRs presentan mayor dificultad 

de ser modeladas. En este trabajo, para modelar las asas que conectan las hélices i-TASSER 

empleó el procedimiento ab initio.  

Verificación de la calidad estereoquímica del modelo atómico tridimensional de Ste2 

Para verificar la calidad estereoquímica de la estructura del modelo de Ste2 obtenido se 

generó un diagrama de Ramachandran utilizando el programa PROCHECK.  

PROCHECK es un programa que proporciona una descripción detallada de la 

estereoquímica de una proteína. Este programa es comúnmente utilizado para evaluar la 

calidad de estructuras de proteínas resueltas o en proceso de ser resueltas, y de modelos 

estructurales de proteínas (Laskowski R. A., et al., 1993). 

Construcción de un modelo estructural de la feromona alfa 

La feromona alfa es un péptido flexible y desordenado que carece de estructura en su 

estado inactivo, sin embargo, cuando se une al receptor Ste2, se forma una estructura de 

giro β en los residuos Lys7-Gln10 (Zhang Y. L., et al., 1998; Naider F. y Becker J. M., 

2004). Existen dos diferentes propuestas respecto al N-terminal de la feromona alfa en su 

conformación activa, una de ellas implica la presencia de una hélice (Higashijima T., et al., 

1984), mientras que la otra la descarta (Naider F. y Becker J. M., 2004).  

Debido a que la estructura atómica tridimensional de la feromona alfa en su conformación 

activa no ha sido determinada experimentalmente, se procedió a generar un modelo de la 

misma. El servidor utilizado para modelar a la feromona alfa fue PEP-FOLD (Maupetit J., 

et al., 2010), un método que predice estructuras de péptidos a partir de secuencias de entre 

9 y 36 aminoácidos. Este servidor está disponible en: http://bioserv.rpbs.univ-paris-

diderot.fr/services/PEP-FOLD/#Features. PEP-FOLD se basa en el alfabeto estructural de 

letras SA (del inglés Structural Alphabet), un ensamble de conformaciones prototipo capaz 

de describir la completa diversidad de estructuras de proteínas. Las “letras” de este alfabeto 

son elementos estructurales recurrentes de las proteínas. PEP-FOLD encuentra las 

http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/#Features
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/#Features
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conformaciones de cuatro residuos consecutivos y realiza su ensamble a través del 

algoritmo greedy, el cual es guiado por un campo de fuerzas coarse-grained. La secuencia 

WHWLQLKPGQPMY de la feromona fue enviada al servidor en formato FASTA.  

PEP-FOLD produjo cinco modelos de feromona, de los cuales se decidió trabajar con dos, 

un modelo con hélice en el N-terminal y otro modelo sin hélice en el N-terminal. 

Docking de la feromona alfa y el receptor Ste2 

El docking molecular o acoplamiento molecular consiste en predecir el “correcto” modo de 

unión de dos  proteínas, la cuales se conoce que interactúan, a partir de las coordenadas 

atómicas de éstas. 

Los programas de docking realizan una exploración exhaustiva de los posibles modos de 

unión, evaluando las interacciones intermoleculares en cada posición explorada. Como 

resultado de esta exploración se obtiene una colección de posibles posiciones de 

acoplamiento proteína-ligando, que el programa ordena según el valor que su función de 

evaluación le ha dado a cada solución. Para facilitar el problema de docking se puede 

proporcionar información bioquímica adicional, por ejemplo, conocimiento de los sitios de 

unión.  

Los experimentos de docking realizados en este trabajo se hicieron en colaboración con el 

Dr. César Millán de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos. Se utilizó el servidor 

ClusPro 2.0 (Comeau S. R. et al., 2004), disponible en http://cluspro.bu.edu/login.php.  

Para realizar el docking, ClusPro requiere que se le envíen los archivos PDB del receptor y 

del ligando. Este servidor posee opciones avanzadas tales como: especificaciones de 

atracción y/o repulsión entre residuos, modificación de la estructura del receptor o del 

ligando, docking con dímeros o trímeros, entre otras. Estas especificaciones permiten 

incrementar la eficiencia del servidor. Dado que la interacción entre moléculas viene dada 

por una suma de fuerzas intermoleculares como son  las interacciones electrostáticas, 

interacciones hidrofóbicas e interacciones van der Waals, ClusPro utiliza los siguientes 

cuatro tipos de criterios energéticos por separado para realizar el docking: balanced, 

electrostatic, hydrophobic y vdw_electrostatic. Con base en estos criterios genera cuatro 

tipos de resultados.  

http://cluspro.bu.edu/login.php
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Se enviaron a ClusPro el archivo PDB del modelo generado de Ste2 así como los archivos 

PDB de los dos modelos de feromona alfa construidos. También se enviaron a ClusPro 

especificaciones de atracción entre los residuos en listados en la Tabla 4. 

Tabla 4. Residuos en contacto durante la unión de la feromona alfa al receptor Ste2. La hélice en la que se 

localiza cada residuo en contacto se indica entre paréntesis. 

Receptor Ste2 Feromona Referencia 

Ser47 (HI) 

Thr48 (HI) 

Phe204 (HV) 

Asn205 (HV) 

Tyr266 (HVI) 

Lys269 (HVI) 

Gln10 

Gln10 

Tyr13 

Trp3 

Trp1-Trp3 

Trp1 

Lee B. K., et al., 2001 

Lee B. K., et al., 2001 

Lin J. C., et al., 2003 

Naider F., et al., 2007 

Lee B. K., et al, 2002 

Umanah G. K. E., et al., 2010 

 

Los complejos Ste2-feromona arrojados por ClusPro  fueron  enviados a CHARMM 

(Brooks B. R., et al., 1983), un programa de simulación y dinámica molecular, para 

minimizar su energía. En este trabajo se utilizó la versión C38B2 y los potenciales de 

CHARMM 36.  

La minimización energética consiste en optimizar la geometría de un sistema molecular o 

localizar la estructura molecular con menor energía, es decir encontrar el conjunto de 

coordenadas para las que la función energía potencial es mínima. La minimización permite 

refinar la estructura inicial del modelo predicho. CHARMM utiliza varios métodos de 

minimización de energía, entre los cuales el más común es el de Steepest Descent, un 

método basado en el cálculo de la primera derivada de la función de energía.  

Se procedió a minimizar la energía del complejo Ste2-feromona con 100 pasos de Steepest 

Descent. Luego,  se le pidió a CHARMM que calculara la energía de interacción entre Ste2 

y la feromona. Además, se calculó la distancia entre cada par de residuos de la Tabla 4 y se 

obtuvo la distancia promedio de estas seis distancias.  
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Finalmente, se seleccionó el complejo Ste2-feromona con la energía de interacción más 

baja que al mismo tiempo tuvieran la distancia promedio entre residuos de contacto más 

baja.  
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VII. RESULTADOS 

 

Clonación del gen STE2 en el vector pYES2 

El gen STE2 tiene un marco abierto de lectura (ORF) de 1296 pb. El fragmento 

correspondiente a este gen se obtuvo del plásmido pGRB2.2-STE2 mediante el corte con 

enzimas de restricción y posteriormente este fragmento se subclonó en el vector pYES2 

para obtener la construcción pYES2-STE2.  

Se diseñó un mapa de pYES2-STE2 (Figura 15) con el programa APE (A plasmid Editor) 

utilizando la secuencia de pYES2 disponible en www.invitrogen.com y la secuencia de 

STE2, ésta última fue descargada de Saccharomyces Genome Database. La correcta 

inserción de STE2 en pYES2 se verificó mediante análisis con enzimas de restricción. Se 

obtuvo el patrón de digestión para las enzimas EcoRV y Xba1 (Figura 15). También se 

corroboró la construcción mediante PCR (Figura 15).  

http://www.invitrogen.com/
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Figura 15. Clonación del gen STE2 en el vector pYES2. La imagen izquierda muestra el mapa de pYES2-STE2 generado con el programa APE. La imagen del 

centro muestra el gel de agarosa del patrón de digestión de pYES2-STE2. El carril de la izquierda contiene el contiene el patrón del marcador de tamaño 

molecular. Se utilizó el marcador de tamaño molecular de 1kb, New England, BioLabs (#N3232S). El carril 1 muestra los tres fragmentos de 3446, 2864 y 803 pb 

resultantes de la digestión con EcoRV. El carril 2 muestra dos fragmentos de 5766 y 1347 pb generados de la digestión con XbaI. La imagen derecha muestra el 

gel de garosa del producto de amplificación de STE2. El carril de la izquierda contiene el contiene el patrón del marcador de tamaño de 1kb, New England, 

BioLabs (#N3232S). El carril 1 corresponde al producto de PCR utilizando pGRB2.2-STE2 como templado (control positivo), mientras que el carril 2 

corresponde al producto de PCR obtenido al usar pYES2-STE2 como templado. Para amplificar a STE2 se usaron los oligonucleótidos descritos en la sección 

Materiales. 
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Validación de las mutantes 

Los oligonucleótidos usados para generar la mutación al azar del residuo 190 sustituyen al 

codón AUU que codifica para Ile190 por la mezcla NNG/C. Utilizando NNG/C es posible 

obtener cualquiera de los veinte aminoácidos. Se validaron las mutantes I190R, I190H, 

I190P, I190L e I190S a través de análisis de secuenciación de DNA. Se decidió trabajar con 

estas cinco mutantes debido a que se consideraron representativas de la diversidad de las 

cadenas laterales de los aminoácidos: polares (serina, histidina y arginina), hidrófobos 

(leucina), grandes (leucina e histidina), pequeños (serina y prolina), con anillo (prolina e 

histidina) y con carga positiva (arginina). 

Curvas de crecimiento 

Las células de S. cerevisiae que expresan el receptor Ste2 silvestre entran en arresto celular 

en la fase G1 cuando se exponen a la feromona alfa. En caso de existir alteraciones en el 

receptor que afecten la señalización, el arresto celular no se llevará a cabo. Debido a esto, 

se realizaron ensayos de curvas de crecimiento para evaluar si las células que expresan 

cualquiera de las mutantes en Ile190 del receptor Ste2 llevan a cabo el arresto celular o no, 

o presentan un arresto celular parcial. La cepa silvestre (BY4741) fue utilizada como 

control positivo, mientras que la cepa que porta la deleción del gen STE2 (YFLOW26W) 

fue utilizada como control negativo.  
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Áreas bajo la curva de crecimiento  

A partir de las curvas de crecimiento de cada cepa mutante se obtuvieron las áreas bajo la 

curva (ABC).  A manera de ejemplo, en la Figura 16 se presenta la curva de crecimiento y 

el ABC obtenida de la población silvestre de S. cerevisiae en presencia y ausencia de 

feromona alfa. 

 

 

Figura 16. Actividad biológica de la población silvestre de la levadura en presencia y ausencia de feromona 

alfa. La imagen izquierda muestra la curva de crecimiento obtenida para la cepa silvestre de S. cerevisiae  

BY4741. La imagen derecha muestra el ABC correspondiente. Puesto que la feromona alfa produce una 

disminución del crecimiento, la fase exponencial de las poblaciones tratadas con feromona alfa está retrasada 

con respecto a las poblaciones sin feromona alfa. Por ello, el ABC de la población silvestre no expuesta a 

feromona alfa es mayor que el ABC de la población expuesta a feromona alfa (14 versus 3.7). 
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En la Figura 17 se muestran las áreas bajo la curva de crecimiento de cada cepa mutante. 

 

Figura 17. Áreas bajo la curva de crecimiento para cada cepa mutante. El crecimiento de cada cepa de 

levadura expresando cualquiera de las cinco mutantes en Ile190 (I190L, I190S, I190R, I190H y I190P) se 

representa por el área bajo la cuerva tanto en presencia como en ausencia de feromona (indicada por la 

abreviatura “pher” en la figura). Como controles se utilizaron la cepa silvestre (BY4741) y la cepa que porta 

la deleción del gen STE2 (YFLOW26W).  

 

Cambio en la sensibilidad a feromona alfa 

A fin de determinar si una cepa mutante aumenta o disminuye su sensibilidad a feromona 

alfa con respecto a la sensibilidad a la feromona alfa observada en la cepa silvestre, se 

calculó el porcentaje de cambio en la sensibilidad a feromona alfa  (ver sección Métodos) 

(Tabla 5), en éste el valor de cero fue asignado a la cepa silvestre, un valor positivo indica 

un incremento en la sensibilidad a la feromona alfa con respecto a la cepa silvestre, 

mientras que un valor negativo indica una disminución en la sensibilidad a la feromona alfa 

con respecto a la cepa silvestre.  
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Para evaluar si la diferencia entre la sensibilidad a feromona alfa de las cepas mutantes con 

respecto a la cepa silvestre es significativa se aplicó la prueba estadística t de Student. Las 

diferencias se consideraron significativas con p <0.05 (Tabla 5). 

Tabla 5. Porcentaje de cambio en la sensibilidad a la feromona alfa y valor p de la prueba T de Student 

Cepa 
Cambio en la sensibilidad 

a feromona alfa 
Valor p 

Silvestre (BY4741) 

∆Ste2 (YFLOW26W) 

I190P 

I190R 

I190H 

I190S 

I190L 

0.0% 

-92.16% 

-28.62 % 

-18.33 % 

-20.14% 

-0.74% 

 6.46% 

1 

4.51982E-12 

9.33098E-05 

0.006053132 

0.000632718 

0.888399399 

0.493160844 

 

 

Construcción de los modelos estructurales del receptor Ste2 y la feromona alfa 

Se obtuvieron cinco modelos atómicos tridimensionales de Ste2, los cuales fueron 

inspeccionados visualmente en PyMOL (DeLano W. L., 2002) y se seleccionó al mejor 

modelo en base a los siguientes criterios: que tuviera el C-score más alto, que los extremos 

de las hélices transmembranales se alinearan con los límites extracelular e intracelular de la 

membrana plasmática, que los inicios y finales de las segmentos transmembranales fueran 

consistentes con los datos experimentales (Figura 18).  

Se obtuvieron cinco modelos tridimensionales de la feromona alfa, de  los cuales se 

seleccionaron los dos más representativos (Figura 18).  
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Figura 18. Modelos estructurales del receptor Ste2 y de la feromona alfa. En la parte superior se muestra el  

modelo atómico tridimensional de Ste2 obtenido con i-TASSER. Las hélices se numeran de la HI a la HVII. 

En la parte inferior se muestran dos modelos de la feromona obtenidos con PEP-FOLD, uno de los cuales 

presenta una hélice en el amino terminal (izquierda). La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W.L., 

2002). 
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Diagrama de Ramachandran del modelo atómico tridimensional de Ste2 

El modelo atómico estructural de Ste2 obtenido fue verificado por gráficos de 

Ramachandaran, obteniéndose el 77.2% de los residuos en regiones favorables (Figura 19).  

 

Figura 19. Gráfico de Ramachandran para el modelo estructural de Ste2. Regiones más favorables (rojo): 

77.2%, regiones permitidas adicionalmente (amarillo): 16.4%, regiones permitidas generosamente (beige): 

4.3%, regiones no permitidas (blanco): 2.2%. 
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Docking de la feromona alfa en su sitio de unión 

Se obtuvieron 32 modelos del complejo Ste2-feromona, de los cuales se seleccionó el mejor 

modelo en base a dos criterios: energía de interacción y distancia promedio de residuos en 

contacto (Figura 20). Asimismo, usando PyMOL (DeLano W.L., 2002) se identificaron los 

residuos en Ste2 que están a 5 Å o menos de la feromona, estos residuos son: Ser47, Thr48, 

Val49, Thr50, Gln51, Met54, Ser107, Ser108, Leu113, Thr114, Phe116, Pro117, Asn194, 

Asp195, Val196, Gln200, Asp201, Lys202, Tyr203, Phe204, Ala265, Tyr266, Ser267, 

Lys269, Pro270 y Gly273.  

 

 

Figura 20. Complejo Ste2-feromona obtenido a través de los experimentos de docking. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Mutagénesis sitio dirigida de Ile190 

En este proyecto se exploró la importancia funcional de Ile190, un residuo que se encuentra 

conservado entre especies de hongos. Se escogió este residuo debido a que forma parte del 

AE-II, la cual desempeña funciones importantes en la unión a ligando en otros GPCRs  (Shi 

L. y Javitch J. A., 2004; Mazna P., et al., 2005). 

A través de mutagénesis sitio dirigida se generaron las mutantes I190S, I190R, I190L, 

I190H e I190P de Ste2 en E. coli y se expresaron en  S. cerevisiae (YFLOW26W). Se 

realizaron ensayos de curvas de crecimiento para evaluar si en las células que expresan 

cualquiera de las mutantes en Ile190 del receptor Ste2 se afecta la respuesta de inhibición 

del crecimiento en presencia de la feromona alfa.  

La curva de crecimiento de una población celular bajo condiciones normales,  muestra una 

fase de crecimiento exponencial que continúa hasta que la población alcanza un tamaño 

para el cual  la cantidad de nutrientes en el medio es limitante, entonces comienza una fase 

de crecimiento estacionario.  

Puesto que la feromona alfa produce una detención temporal en el crecimiento (arresto 

celular en la fase G1) en la levadura MATa silvestre, durante este periodo la población 

celular no aumenta en tamaño, de tal manera que la fase exponencial se retrasa con respecto 

a las poblaciones sin feromona alfa. 

Para poder comparar las curvas de crecimiento, se realizaron cálculos del área bajo la curva 

de crecimiento para cada mutante y se determinó el porcentaje de cambio en la sensibilidad 

a feromona alfa de cada mutante con respecto a la cepa silvestre. 

Como se esperaba, en los ensayos de curvas de crecimiento, la cepa silvestre (BY4741) 

responde a la feromona alfa mientras que la respuesta de la cepa que porta la deleción del 

gen STE2 (YFLOW26W) es nula (Figura 17).  Observamos que el crecimiento de la cepa 

que porta la deleción del gen STE2 es ligeramente mayor al de la cepa silvestre no expuesta 

a feromona alfa (Figura 17), esto podría atribuirse a que al tener una proteína menos que 
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expresar, disminuye la demanda energética de la cepa, conduciendo a un pequeño 

incremento en su tasa de crecimiento. Ha sido reportado que la esterilidad en la levadura 

incrementa la tasa de crecimiento por eliminar la expresión de genes innecesaria (Lang G. 

I., et al., 2009).  

La sustitución de isoleucina 190 por leucina no produce un cambio significativo en la 

sensibilidad a la feromona alfa, esto probablemente debido a la similitud estructural entre 

isoleucina y leucina, ambos residuos hidrófobos grandes. También es tolerable la 

sustitución de isoleucina 190 por serina, un aminoácido pequeño y polar (Figura 17, Tabla 

5).  

La sustitución de isoleucina 190 por arginina genera una disminución en la sensibilidad a 

feromona en un  18.3% (Figura 17, Tabla 5). La arginina es un residuo polar con carga 

positiva que modifica la carga total del asa de negativa a neutra. Se ha sugerido que una 

carga neta negativa global en el dominio extracelular es necesaria para la activación del 

receptor (Bajaj A., et al., 2007). Entonces, la reducción en la sensibilidad a feromona alfa 

de la mutante I190R podría deberse a que ésta conduce a la pérdida de una carga neta 

negativa global en el dominio extracelular.  

Las mutantes I190P e I190H exhiben una reducción en su sensibilidad a feromona alfa en 

un 28.6% y 20.1%, respectivamente (Figura 17, Tabla 5). Se sabe que en algunos GPCRs 

el AE-II requiere de cierta flexibilidad conformacional para la eficiente activación del 

receptor (Avlani V. A., et al., 2007). Por tanto, es posible que las restricciones estéricas 

impuestas por el anillo voluminoso de la prolina, o por el anillo imidazol de la histidina 

pudieran estar redirigiendo la orientación global del asa,  reduciendo su flexibilidad 

estructural o cambiando su dirección. 

El modelo de unión Ste2-feromona generado en este trabajo permite proponer que no existe 

un contacto directo entre el residuo Ile190 y la feromona alfa. Por otro lado, el modelo de 

Ste2 permite proponer una cercanía entre Ile190 y el extremo de la HV (Figura 21).  El 

extremo de la HV es muy importante, debido a que se sabe que dos residuos localizados en 

esta región, Phe204 y Asn205, entran en contacto con la feromona alfa durante la 

activación del receptor (Lin J. C., et al., 2003; Naider F., et al., 2007). La disminución en la 
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sensibilidad a feromona alfa observada en los receptores mutantes podría deberse a que se 

alteran las interacciones entre la posición 190 y el extremo de la HV. 

 

Figura 21. Modelo estructural del AE-II de Ste2 mostrando la proximidad entre los residuos Ile190 y 

Asn205. Las hélices HIV y HV son indicadas. La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W. L., 2002). 

El tamaño de la población de la cepa silvestre (BY4741) expuesta a la feromona alfa se 

mantiene constantemente sin crecimiento. Sin embargo, si la función de Ste2 es afectada 

por una mutación, esta inhibición en el crecimiento no debería producirse y el crecimiento 

de la población debería ser similar al mostrado por la cepa que porta la deleción del gen 

STE2 (YFLOW26W). 

En los ensayos de curvas de crecimiento realizados en este trabajo, en ninguna de las cepas 

mutantes se abolió la inhibición del crecimiento inducida por feromona alfa (Figura 17), lo 

cual indica que la isoleucina 190 no es un residuo crítico para la función de Ste2. Sin 

embargo, en las mutantes I190P, I190R e I190H mencionadas anteriormente, se observa 

disminución en la sensibilidad a la feromona alfa (Tabla 5), esto sugiere que los anillos 

(I190P e I190H) y las cadenas laterales con carga positiva (I190R) son menos tolerados en 

esta posición. 

HIV 

HV 
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Modelo estructural de Ste2  

Existen reportes de modelos tridimensionales de Ste2 generados previamente por otros 

grupos de investigación. Entre estos, el modelo de Lin et al., 2003 y el modelo de Eilers, et 

al., 2005. Sin embargo, estos presentan algunos inconvenientes, el primero no considera los 

datos experimentales de accesibilidad al solvente para definir los segmentos 

transmembranales (Lin J. C., et al., 2004; Choi Y., y Konopka J. B., 2006), y el segundo 

trunca la región extracelular, la cual es importante para la unión al ligando y la activación 

del receptor (Akar-Strader A., 2002; Hauser M., et al., 2007; Bajaj A., et al., 2007). 

Por ello, uno de los objetivos de este trabajo fue desarrollar un modelo estructural fiable del 

receptor Ste2 que permitiera estudiar con detalle atómico el modo de unión Ste2-feromona.  

Usando el servidor i-TASSER, se construyó un modelo que comprende desde el residuo 

Ser47 hasta Ala296; no se modelaron los dominios N-terminal y C-terminal debido a que 

estos dominios no son necesarios para la unión de la feromona  al receptor.  

Para generar el modelo, se proporcionó la estructura atómica tridimensional de la rodopsina 

(1U19) como templado, así como un alineamiento Ste2-rodopsina. Durante el proceso de 

modelado i-TASSER utilizó, además de la rodopsina, la estructura de Ste2 correspondiente 

a las hélices HI y HII (residuos 31-110) resueltas por resonancia magnética nuclear 

(PDB:2K9P) (Figura 6) así como la estructura cristalográfica del receptor de glutamato 

(PDB: 4OR2).  

i-TASSER proporciona para cada modelo un C-score, el cual estima la confianza de la 

predicción y se calcula en base a los alineamientos y a las simulaciones hechas. Cae en el 

intervalo de [-5, 2], donde un valor alto refleja el modelo de mejor calidad. En general, los 

modelos con un C-score >-1.5 tienen un plegamiento cercano a la estructura nativa. El 

modelo estructural de Ste2 resultante tiene un C-score de -1.01 por lo que fue aceptado 

como válido. 

El diagrama de Ramachandran grafica los valores de los ángulos conformacionales phi 

versus psi, para cada residuo de una proteína. Estos valores indican  las conformaciones que 

están permitidas o no permitidas por impedimentos estéricos, y constituyen un indicador de 

calidad estereoquímica del modelo de una proteína. Cuando >90% de los residuos de una 
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proteína se encuentran dentro de las regiones más favorables del gráfico de Ramachandran 

resultante, se puede decir que el modelo es de alta calidad.  En el caso del modelo 

estructural de Ste2 el 77.2% de  los residuos se encuentran en regiones favorables (Figura 

19).  

Se identificó que la gran mayoría de los residuos presentes en las regiones desfavorables 

corresponden a las asas. Las asas que conectan las hélices transmembranales de los GPCRs 

presentan mayor dificultad de ser modeladas debido a su variabilidad en secuencia y a su 

flexibilidad conformacional. Se sabe que conforme la longitud de las asas aumenta 

disminuye la precisión de la predicción.  Cuando la longitud de las asas es mayor a seis 

residuos, como en el caso de Ste2, es muy difícil obtener un modelo correcto con las 

técnicas actuales de modelado molecular (Dalton J. A. y Jackson R. M., 2007).  Se 

identificó que los residuos de Ste2 que participan en la unión a la feromona alfa (Tabla 4) 

se encuentran en regiones favorables de acuerdo al gráfico de Ramachandran. 

Debido a que se enviaron al servidor restricciones de estructura secundaria, los inicios y 

finales de las hélices del modelo generado coinciden con los datos de ensayos de 

accesibilidad al solvente reportados previamente por Choi Y., y Konopka J. B., 2006, 

excepto en el caso de la HVI, que está reportada que abarca los residuos 248-268, mientras 

que en nuestro modelo abarca los residuos 244 a 263. 

El modelo estructural de Ste2 realizado en este trabajo permite proponer algunas 

interacciones hélice-hélice del dominio transmembranal de Ste2. Es importante identificar 

las interacciones hélice-hélice que ocurren en Ste2 debido a que durante la unión del 

ligando se alteran estas interacciones y se generan nuevas, lo que conduce al estado 

conformacional activo del receptor (Eglen R. M., y Reisine T., 2009). 

Ste2 presenta un motivo GXXXG en la HI que incluye a los residuos Gly56 y Gly60. Se 

sabe que los motivos GXXXG en las hélices transmembranales median interacción hélice-

hélice (Russ W. P., y Engelman D. M., 2000). Se necesitan al menos dos motivos para 

sugerir dicha interacción y para que se puedan formar dímeros, las glicinas deben orientarse 

hacia el exterior de la proteína. En Ste2 este motivo ha sido implicado en la formación de 
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dímeros (Overton M. C., et al., 2003). En nuestro modelo de Ste2, estas glicinas se orientan 

correctamente hacia afuera (Figura 22).  

Los residuos fuertemente polares que se localizan dentro del interior hidrofóbico de una 

proteína transmembranal desempeñan funciones importantes en la estructura y función al 

mediar las interacciones entre hélices. Ha sido propuesto que las interacciones HI-HII de 

Ste2 son mediadas por un puente de hidrógeno entre Arg58 (HI) e His94 (HII) (Eilers, et 

al., 2005). Sin embargo, en el modelo estructural de Ste2 generado en este trabajo, Arg58 

forma un puente de hidrógeno con Tyr101 de la HII, por lo que proponemos que de manera 

alternativa, este puente de hidrógeno podría ser responsable de mediar las interacciones HI-

HII (Figura 22). 

Además,  en nuestro modelo, se forma un puente de hidrógeno entre Ser170 de la HIII y 

Glu143 de la HIV. Dos residuos del AE-I, Ser107 y Thr110  forman puentes de hidrógeno 

con Gln51 de la HI (Figura 22). Estos enlaces podrían mediar las interacciones entre la HI 

y el AE-I. Se ha propuesto que el AE-I tiene cambios conformacionales al unirse la 

feromona al receptor (Hauser M., et al., 2007), desempeñando una función importante en el 

inicio de la señal de transducción (Akal-Strader A., 2002); por lo que es importante estudiar 

los posibles contactos del AE-I que se forman con otras regiones del receptor. Se ha 

observado que en la rodopsina se modifican los puentes de hidrógeno que se forman entre 

las hélices tras la activación del receptor (Patel A. B., et al., 2005).  
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Figura 22. Residuos implicados en las interacciones hélice-hélice en el modelo de Ste2 generado. Las hélices 

transmembranales se numeran de la hélice 1 a la hélice 7. Por conveniencia, las hélices se muestran con una 

orientación contra reloj. Los puentes de hidrógeno entre Arg58-Tyr101, Ser170-Glu143, y Ser107-Gln51-

Thr110 se muestran con puntos. Gly56 y Gly60 se orientan hacia el exterior de la proteína. La imagen fue 

generada con PyMol (DeLano W. L., 2002). 

 

Glu134 forma parte del motivo ERY en la rodopsina, siendo Gln149 de Ste2 su equivalente 

funcional. Ambos, Glu134 en la rodopsina y Gln 149 en Ste2 son residuos cuya mutación 

conduce a una activación constitutiva del receptor, y ocupan una posición similar en el 

extremo de la HIII (Cohen G. B., et al., 1993; Kim J. M., et al., 1997; Parrish W., et al., 

2002).  En nuestro modelo de Ste2, Gln149 se orienta de manera similar a Glu134 de la 

rodopsina (Figura 23). 
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Figura 23. Vista extracelular de la rodopsina y de Ste2. Se indica con flechas a los residuos Gln147 y 

Glu134, en la rodopsina (izquierda) y Ste2 (derecha), respectivamente. Ambos residuos se encuentran en el 

extremo de la HIII y orientándose hacia el interior de la proteína.  

Docking del receptor Ste2 con la feromona alfa 

Las estrategias de unión al ligando varían ampliamente entre los miembros de la familia de 

los GPCRs. Se sabe que los ligandos grandes se unen a las asas extracelulares de los 

GPCRs, mientras que las moléculas pequeñas se unen a la región transmembranal del 

receptor.  

En el caso de los ligandos de naturaleza peptídica se ha observado una combinación de 

ambos modos de unión. Primero el ligando se une a las asas extracelulares y enseguida 

penetra al dominio transmembranal, donde el bolsillo de unión a ligando actúa como un 

epicentro de los cambios conformacionales (Gurrath M., 2001).  

En la mayoría de los GPCRs, el bolsillo hidrofóbico se forma por las hélices II, III, V y VII 

(Ji T. H., et al., 1998). Los cambios conformacionales se propagan hacia las asas 

citoplasmáticas a través del movimiento de las hélices. Entonces, el dominio citoplasmático 

une y activa a la proteína G (Karnik S. S., et al., 2003).  

En el caso de Ste2, se sabe que la feromona alfa se une en el bolsillo formado por los 

extremos extracelulares de las hélices de Ste2, específicamente en las HI, HV y HVI (Lee 

B. K., et al., 2001; Lin J. C., et al., 2003; Naider F., et al., 2007; Umanah, et al., 2010).  

Los GPCRs interactúan con sus ligandos a través de puentes de hidrógeno, pares iónicos y 

contactos hidrofóbicos (Ji T. H., et al., 1998). Las interacciones que Ste2 establece con la 
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feromona  alfa y que hacen posible la unión y activación del receptor no han sido 

caracterizadas con precisión. Sin embargo, se han propuesto interacciones electrostáticas en 

el complejo Ste2-feromona (Bajaj A., et al., 2007).  

Los resultados del docking realizado en este trabajo nos permiten proponer un modelo para 

la unión de Ste2 con la feromona alfa (Figura 24). Este modelo es congruente con la 

estructura de la feromona alfa propuesta por Higashijima T., et al., 1984, en el cual ésta 

presenta una hélice en al dominio N-terminal (Figura 7). 

En este modelo se mantienen todos los contactos proporcionados al servidor al inicio del 

docking (Tabla 4), excepto el contacto Asn205-feromona. Aunque se ha implicado a 

Asn205 en la unión al dominio amino terminal de la feromona (Naider F., et al., 2007) en 

nuestro modelo del receptor, Asn205 se orienta hacia el exterior de la proteína (Figura 24), 

ubicándolo lejos del bolsillo de unión, lo que imposibilita su interacción con la feromona 

alfa. Se sabe que residuos que son importantes para la unión en proteínas no 

necesariamente son cercanos en la estructura tridimensional (Bogan A. A. y Thorn, K. S., 

1998). Por tanto, de acuerdo a nuestro modelo, Asn205 pudiera contribuir a la unión Ste2-

feromona sin establecer una interacción directa con la feromona alfa. Una posibilidad es 

que Asn205 contribuya a la unión a la feromona alfa a través de establecer interacciones 

con los residuos vecinos a los residuos que están en contacto directo con la feromona. Al 

comparar los residuos que están a <5 Å de los residuos en contacto directo con la feromona 

(Ser47, Thr48, Phe204 y Tyr266) con los residuos en contacto con Asn205, encontramos 

nueve residuos en común (Val191, Tyr193, Asn194, Tyr203, Phe204, Ala206, Ser207, 

Thr208, e Ile209). Entonces, Asn205 podría participar en la unión a la feromona alfa a 

través de contactos indirectos con los residuos implicados en la unión.  

A través de estudios de mutagénesis y usando diferentes análogos de la feromona alfa se ha 

llegado a concluir que Ser47 y Thr48 de la HI de Ste2 quedan en cercana proximidad de 

Gln10 de la feromona alfa (Lee B. K., et al., 2002). Como se aprecia en la Figura 24,  en 

nuestro modelo de unión se mantienen estas interacciones. 

La Phe204 y la Tyr266 se encuentran en los extremos extracelulares de las HV y HVI 

respectivamente. Estas hélices se unen por la AI-III, la cual interacciona con la subunidad α 
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de la proteína G y contribuye a su activación (Clark C. D., et al., 1994; Stefan C. J. y 

Blumer K. J., 1994; Celic A., et al., 2003). Estudios de mutagénesis sitio dirigida sugieren 

que la Phe204 interactúa con el carboxilo terminal de la feromona (posiblemente con la 

Tyr13) mientras que la Tyr266 interactúa con el amino terminal (posiblemente con el Trp1 

o el Trp3) (Lin J. C., et al., 2003). Ambos residuos, Phe204 y Tyr266, participan en la 

transformación de Ste2 al estado activo (Lee B. K., et al.,  2002; Henry L. K., et al., 2002). 

En la Figura 24 se puede apreciar que nuestro modelo es congruente con estos datos 

experimentales. 

En el receptor β adrenérgico la unión al ligando ocurre en el bolsillo del dominio 

transmembranal y es mediado por los aminoácidos aromáticos de la HVI; se piensa que la 

unión de la feromona alfa a Ste2 ocurre de manera similar a través de la Tyr266 (Strader C. 

D., et al., 1989; Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., et al., 2002). Las interacciones entre 

los residuos aromáticos del receptor y la feromona alfa podrían ser estabilizadas por efectos 

de apilamiento de anillos o por puentes de hidrógeno. En nuestro modelo de unión se puede 

apreciar que se forma un puente de hidrógeno entre la Tyr266 y el Trp3 (Figura 24). 
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Figura 24. Modelo atómico de la interacción entre Ste2 y la feromona alfa. El receptor Ste2 se muestra en 

color gris claro. La feromona se muestra en color gris oscuro. La parte superior de la figura ilustra el bolsillo 

de unión formado por las asas extracelulares y los extremos extracelulares de las hélices H1, H5 y H6. En la 

parte inferior de la figura, los residuos que participan en la unión a la feromona se muestran con sus cadenas 

laterales, para simplificar su visualización la misma imagen se muestra dos veces. Primero, el dominio 

carboxilo terminal de la feromona alfa se une al receptor, Gln10 interactúa con Ser47 y Thr48 (Lee B. K., et 

al., 2001). Luego, la región central de la feromona alfa, Pro8-Gly9, forma un giro β (Zhang Y. L., et al., 

1998). En este punto, Phe204 queda en proximidad con Tyr13 (Lin J. C., et al., 2003) y Lys269 queda 
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próximo al amino terminal (Umanah G. K. E., et al., 2010). Asn205 se orienta hacia el exterior de Ste2, lejos 

del bolsillo de unión (izquierda). Tyr266  es un residuo clave en la señalización, se orienta hacia la membrana 

lipídica y es inaccesible al solvente, interactúa con Trp3 y media la transición de Ste2 al estado activo  (Lin J. 

C., et al., 2003; Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., et al., 2002) (derecha). La imagen fue generada con 

PyMol (DeLano W. L., 2002). 

No se conoce con precisión cómo el movimiento de las hélices en Ste2 propaga la señal 

hacia el AI-III y hacia la proteína G, pero se sabe que implica cambios conformacionales en 

las HV y HVI (Umanah G. K. E., et al., 2011;  Taslimi A., et al., 2012). Estos movimientos 

podrían implicar la rotación de las hélices o el movimiento similar al de  un pistón. 

Por ejemplo, a través de experimentos de entrecruzamiento químico se sabe que en los 

receptores adrenérgicos y el receptor M3, los extremos citoplasmáticos de las HV y HVI se 

aproximan después de la unión del ligando (Wess J., et al, 2008). Al comparar la estructura 

cristalográfica de la rodopsina en estado inactivo con la estructura en estado activo 

(opsina), se puede apreciar que la HVI se acerca a la HV (Scheerer P., et al., 2008).  

Cabe destacar que el modelo de unión obtenido en este trabajo se asemeja a estudios 

computacionales realizados previamente, por ejemplo el docking realizado por Umanah, G. 

K. E., et al., 2010. A diferencia de nuestro modelo, en el modelo de Umanah,  la Phe204 no 

queda próxima a la Tyr13 de la feromona (Figura 24), en su lugar la Tyr13 interacciona 

con la Arg58. Existe un conflicto en las conclusiones publicadas por diferentes grupos de 

investigación sobre si la Tyr13 de la feromona interactúa con la Phe204 o con la Arg58. 

Experimentos con análogos de feromona y estudios de entrecruzamiento químico llevan a 

proponer la interacción entre la Tyr13 y la Arg58  (Son C. D., et al., 2004). Sin embargo, 

nuestro modelo se basa en la suposición a partir de estudios de mutagénesis y de 

entrecruzamiento químico de que la Phe204 interacciona con la Tyr13 de la feromona 

(Abel M. G., et al., 1998; Dosil M., et al., 1998; Lin J. C., et al., 2003; Lin J. C., et al., 

2004).   

Por otra parte, el modelo obtenido permitió revelar el área de interfaz entre Ste2 y la 

feromona alfa. Las proteínas interactúan a través de la interfaz, las cual se está compuesta 

por los residuos en contacto que pertenecen a dos diferentes cadenas junto con los residuos 

cercanos. Para estudiar la interacción entre un receptor y su ligando se estudian tanto los 
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residuos que están en contacto, así como los residuos cercanos para explorar los efectos 

químicos de su matriz de soporte (Keskin O., et al., 2008). Se puede decir que dos residuos 

están en contacto si la distancia entre cualquier par de átomos de estos dos residuos de 

diferentes cadenas es menor a la suma de su correspondiente radio van der  Waals más 0.5 

Å. Mientras que un residuo se considera cercano si la distancia entre su carbono alfa y un 

carbono alfa de cualquier residuo en contacto es menor a 6 Å  (Keskin O., et al., 2005).  

En el modelo del complejo Ste2-feromona obtenido se identificaron 26 residuos que se 

encuentran en la interfaz. Éstos se enlistan en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Residuos encontrados en la interfaz en el complejo Ste2-feromona alfa. Los datos de accesibilidad al 

solvente y conservación de cada residuo son indicados. Los datos de accesibilidad al solvente fueron 

obtenidos de Lin J. C., et al., 2004. La conservación de residuos se determinó en base a un alineamiento 

realizado en Pfam. 

HI AE-I AE-II /HV AE-III/HVI 

Ser47 

No conservado 

Accesible al solvente 

Ser107 

No conservado 

Accesible al 

solvente 

Asn194 

No conservado 
Ala265 

No conservado 

No accesible al solvente 

Thr48 

No conservado 

Accesible al solvente 

Ser108 

No conservado 
Asp195 

No conservado 
Tyr266 

Conservado 

No accesible al solvente 

Val49 

Conservado 

Accesible al solvente 

Leu113 

No conservado 
Val196 

No conservado 
Ser267 

No conservado 

No accesible al solvente 

Thr50 

No conservado 

No accesible al 

solvente 

Thr114 

No conservado 
Gln200 

No conservado 

Accesible al solvente 

Lys269 

No conservado 

Accesible al solvente 

Gln51 

No conservado 

No accesible al 

solvente 

Phe116 

No conservado 
Asp201 

Conservado 

Accesible al solvente 

Pro270 

No conservado 

Accesible al solvente 

Met54 

No conservado 

No accesible al 

solvente 

Pro117 

No conservado 
Lys202 

No conservado 

Accesible al solvente 

Gly273 

No conservado 

Accesible al solvente 

  Tyr203 

No conservado 

Accesible al solvente 

 

  Phe204 

No conservado 

Accesible al solvente 
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Como se puede apreciar en la Tabla 6, la interfaz entre Ste2 y la feromona está formada en 

su mayoría por residuos polares, pero también se compone de una fracción menor de 

residuos no polares. Esto concuerda con lo establecido en estudios previos que indican que 

el bolsillo de unión está formado por regiones tanto hidrofóbicas como hidrofílicas (Ding F. 

X., et al., 2001). En la interfaz se encuentran residuos accesibles al solvente, así como 

residuos no accesibles al solvente. A este respecto se ha propuesto que los residuos 

accesibles al solvente participan en la unión a la feromona alfa, mientras que los no 

accesibles median la transición al estado activo del receptor (Lin J. C., et al., 2004). 

En general, los residuos de una interfaz que son estructural y funcionalmente importantes 

tienden a ser conservados o a tener una tasa de mutación baja comparada con el resto de la 

proteína (Guharoy M., y Chakrabarti P., 2005). Tal es el caso de la Tyr266, la cual es un 

residuo crítico tanto para la unión a la feromona alfa como para la transducción de la señal 

(Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., 2002). Sin embargo, no siempre es así y muchos 

residuos que son importantes para la unión no están conservados en la interfaz (Caffrey D. 

R., et al., 2004). Como se aprecia en la Tabla 6 la mayoría de los residuos identificados en 

la interfaz entre Ste2 y la feromona alfa son residuos no conservados. 

Los residuos Ser108 y Thr114 del AE-I identificados en la interfaz entre Ste2 y la feromona 

alfa han sido previamente implicados como críticos en la señalización de Ste2 por otro 

grupo de investigación (Akal-Strader A., 2002), por lo que nuestro modelo es consistente 

con estos datos experimentales.  

Los residuos Gln51 y Ser107 identificados también en la interfaz, se encuentran formando 

un puente de hidrógeno que conecta la HI con el AE-I, según el modelo estructural de Ste2 

generado en este trabajo. Dado que el AE-I tiene cambios conformacionales durante la 

activación del receptor (Hauser M., et al., 2007), este puente de hidrógeno podría verse 

modificado durante la señalización. De lo anterior, proponemos que sería conveniente 

evaluar la relevancia de Gln51 y Ser107 en la función de Ste2.                                                                                                                             

En resumen,  tanto  las estructuras individuales del receptor y la feromona alfa, como el 

modelo del complejo Ste2-feromona generados en este trabajo, son consistentes con los 

datos experimentales previamente reportados y además permiten hacer predicciones en 
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relación a las interacciones que estabilizan la conformación nativa del receptor y sobre los 

detalles moleculares de la unión del receptor con su ligando.  
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IX. CONCLUSIONES 

 

La sustitución de Ile190 por serina o leucina en Ste2 no afecta la sensibilidad a feromona en 

S. cerevisiae, mientras que la sustitución de Ile190 por prolina, histidina o arginina genera 

una disminución de un 28.6%, 20.1%, y 18.3%, respectivamente, en la sensibilidad a la 

feromona alfa. 

Se generó un modelo estructural de Ste2 que abarca los residuos 47 a 296, a partir de 

información experimental y métodos de modelado molecular por homología. El modelo de 

Ste2 obtenido es consistente con la evidencia experimental y permite explicar algunas de 

las interacciones que estabilizan la conformación nativa del receptor. 

Se generó un modelo de la interacción entre Ste2 y la feromona alfa con el que se 

identificaron los aminoácidos que presumiblemente se localizan en la interfaz entre la 

feromona  y el receptor. El modelo es congruente con datos experimentales generados en 

este trabajo y otros previamente reportados sobre esta interacción, por lo que sirve como 

punto de partida para futuros experimentos de mutagénesis sitio dirigida y 

entrecruzamiento químico. 
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X. PERSPECTIVAS 

 

La validación experimental de los contactos Arg58-Tyr101, Ser170-Glu143, y Ser107-

Gln51-Thr110 identificados como responsables de las interacciones hélice-hélice en la 

conformación nativa de Ste2. 

Evaluar a través de mutagénesis sitio dirigida, la participación en la unión al ligando o en la 

señalización de los 26 residuos identificados en la interfaz entre Ste2 y la feromona alfa. 

A partir de los datos experimentales que se lleguen a obtener, refinar el modelo de unión 

del receptor Ste2 con la feromona alfa generado en este trabajo.  
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