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RESUMEN 
 Ritonja desde 1990 (Ritonja et al., 1990) propuso por medio de la 

comparación de la secuencia de un inhibidor de la familia Kunitz-STI que estos 

podrían inhibir proteasas aspárticas. Esto se ha comprobado con trabajos previos 

(Guerra, Valiente, Pons, Berry, & Rudiño-Piñera, 2016), pero no se ha descrito cómo 

se lleva a cabo esta inhibición. 

 En este trabajo se estudió el inhibidor M271 de la familia Kunitz-STI, extraído 

de Solanum tuberosum, el cual es una variante de los dos inhibidores previamente 

descritos,  E3Ad (Guerra et al., 2016) y PDI (Guo, Erskine, Coker, Wood, & Cooper, 

2015). Este inhibidor se estudió por medio de cristalografía de rayos X y se 

realizaron simulaciones de dinámica molecular de M271 y de los dos inhibidores 

previamente reportados.  

 El inhibidor M271, presentó una alta flexibilidad en la región del asa L9. Esto 

se observó analizando el comportamiento anisotrópico del modelo tridimensional 

obtenido con cristalografía de rayos X, y en simulaciones de dinámica molecular en 

las cuales se observó que la región del asa L9 es una región que presenta alta 

flexibilidad en la proteína. 

 Del mismo modo las simulaciones de dinámica molecular que se llevaron a 

cabo en los inhibidores E3Ad y PDI, muestran que en estos inhibidores L9 es una 

región que presenta alta flexibilidad en las proteínas. 

ABSTRACT 
 Since 1990 Ritonja (Ritonja et al., 1990) proposed by comparing the 

sequence of a Kunitz-STI family inhibitor that those could inhibit aspartic protease. 

This has been verified with previous works (Guerra, Valiente, Pons, Berry, & 

Rudiño-Piñera, 2016), but it hasn’t been described how this inhibition is carried out. 

 In this work we studied the M271 inhibitor of the Kunitz-STI family, extracted 

from Solanum tuberosum, which is a variant of the two previously described 

inhibitors, E3Ad (Guerra et al., 2016) and PDI (Guo et al., 2015). This inhibitor was 

studied by X-ray crystallography and with the performance of molecular dynamics 

simulations of M271 and the two previously described inhibitors.  

 M271 inhibitor showed a high flexibility in the region of L9. This was observed 

by analysing the anisotropic behaviour of the three-dimensional model obtained with 

X-ray crystallography, and in molecular dynamics simulations in which it observed 

that L9 is a high flexibility region in the protein. 

 In this way, the simulations of molecular dynamics that were carried out in the 

E3Ad and PDI inhibitors show that in those inhibitors L9 is a region with high 

flexibility. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Solanum tuberosum 
La especie Solanum tuberosum, una variante de papa, contiende contra una 

gran cantidad de factores para asegurar su supervivencia (Koiwa, Bressan, & 

Hasegawa, 1997). Estos factores incluyen la presencia de depredadores (Koiwa et 

al., 1998), parásitos (Williamson & Hussey, 1996), invasores (Dunaevsky et al., 

1997) y plagas (Pannetier et al., 1997). Dentro de todos estos factores, los 

depredadores y las plagas son especialmente preocupantes ya que afectan 

negativamente la supervivencia de la especie. Debido a esto la especie ha 

desarrollado un mecanismo defensivo conformado por inhibidores proteicos (IP) de 

proteasas.  

1.2 Proteasas 
Las proteasas, también conocidas como peptidasas, son enzimas hidrolíticas 

involucradas en la digestión de proteínas. Estas enzimas se encuentran presentes 

en múltiples organismos, tales como plantas, animales y en muchos 

microorganismos ; llevan a cabo eventos proteolíticos, los cuales sirven como 

mediadores para señales de iniciación, transmisión y terminación de eventos 

celulares, tales como la respuesta inflamatoria, apoptosis celular y vías de 

procesamiento hormonal, por lo cual están estrechamente involucradas en la 

correcta función de los organismos (González-Rábade, Badillo-Corona, Aranda-

Barradas, & Oliver-Salvador, 2011).  

Estas enzimas se clasifican en exoproteasas, cuando el aminoácido que 

escinde se ubica en uno de los extremos de la cadena peptídica o a pocos residuos 

del extremo y en endoproteasas cuando el aminoácido a hidrolizar se ubica en el 

interior de la cadena peptídica (Rawlings, Tolle, & Barrett, 2004). Otra clasificación 

se basa en las especies involucradas en la catálisis enzimática, tales como metales 

o aminoácidos como: ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, serina y treonina 

(Barrett, Rawlings, & Woessner, 2013).  

Aquellas que realizan un ataque nucleofílico que escinde el enlace peptídico 

por medio de una catálisis ácido-base general, utilizan ácido aspártico, ácido 

glutámico o iones metálicos, por otro lado, la catálisis covalente donde se forma un 

intermediario covalente el mecanismo utiliza serina, treonina o cisteína (Rawlings & 

Barrett, 2013).  

Esta clasificación general, igualmente puede subclasificarse en clanes y 

familias. Los clanes se agrupan en familias de proteínas homólogas, 

fundamentalmente con base en la similitud a nivel de la estructura terciaria y en la 

organización de los aminoácidos catalíticos y su entorno (Rawlings et al., 2004).  

Las familias se organizan de acuerdo con la similitud entre la secuencia de 

aminoácidos de sus miembros, para realizar esta subclasificación el análisis de las 

secuencias se restringe únicamente a la sección de la proteína directamente 
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responsable de la actividad de la misma, la cual se conoce como “unidad 

proteolítica”(Rawlings & Barrett, 2013). La nomenclatura de los clanes utiliza letras 

acordes al grupo catalítico que presentan las proteasas; A para aspártico, S para 

serino y así sucesivamente.  

También se desarrolló una nomenclatura para las posiciones de los 

aminoácidos en las regiones del centro activo de la proteasa y del sustrato de la 

enzima que interactúan con cada una de ellas. A esta nomenclatura se le conoce 

como “nomenclatura de Berger & Schechter” y nombra las posiciones hacia el 

extremo amino del enlace a hidrolizar como P1-Pn y a las posiciones hacia el 

extremo carboxilo como P1’-Pn’ (Schechter & Berger, 1967). (Figura 1). 

 

Figura 1: Esquema de la nomenclatura Berger y Schechter. Tomado y modificado de Drag & Salvesen, 2010. 

1.3 Proteasas aspárticas 
Las proteasas aspárticas son nombradas de esta forma porque un residuo 

de ácido aspártico está involucrado en la catálisis de la proteasa. En la mayoría de 

las proteasas de este tipo, se reporta un par de residuos de ácido aspártico los 

cuales llevan a cabo la catálisis. En el caso de la Plasmepsina II de Plasmodium 

falciparum (Plm II) estos residuos corresponden a los aspárticos 34 y 214. Pero 

también es posible que otro residuo participe junto con el aspártico en esta catálisis. 

También se ha descrito que estas enzimas únicamente presentan actividad de 

endopeptidasas (Tang & Wong, 1987). Las proteasas aspárticas forman parte de 

los clanes AA, AC, AD, AE y AF. Y se conoce la estructura terciaria de todas ellas 

con excepción de AC, estas proteasas presentan un plegamiento único, que no está 

relacionado con ninguna otra estructura de otro clan (Rawlings & Barrett, 2013). 
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El clan AA contiene la familia más grande de proteasas aspárticas, la familia 

A1, la cual tiene a la pepsina como su mejor ejemplo (Rawlings & Barrett, 2013). 

Estructuras cristalográficas de esta familia muestran que esta enzima es bilobulada, 

con el centro activo ubicado entre ambos lóbulos, este tipo de estructura es muy 

común en muchas proteasas, pero en la familia A1 un lóbulo evolucionó a partir del 

otro por medio de duplicación genética. Sin embargo, estos lóbulos presentan poca 

identidad entre ellos, pero conservan la estructura tridimensional, cada lóbulo 

provee un aspártico para llevar a cabo la catálisis y ambos lóbulos son homólogos 

(Tang & Wong, 1987). (Figura 2) 
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Figura 2: Esquema de la Plm II, arriba se observa la proteasa completa con sus dos lóbulos. Abajo se observa 
únicamente un lóbulo y se señala la distancia entre la entrada de la cavidad y uno de los aspárticos involucrados 
en la reacción, la cual es de 20 Å. 

 

Sin embargo, debido a la naturaleza misma de las proteasas es necesario 

que éstas se encuentren finamente reguladas y controladas, para así evitar posibles 

daños a los organismos donde se encuentran presentes o en los procesos en los 

cuales se busca involucrarlas (Theron & Divol, 2014). Esta regulación se lleva a 
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cabo por medio de IP de proteasas, los cuales inhiben las reacciones de proteólisis 

llevadas a cabo por las proteasas (Valueva & Mosolov, 2004).  

1.4 Inhibidores proteicos de proteasas 
 Los IP de plantas son proteínas pequeñas que se presentan en altas 

concentraciones en tejidos de almacenaje. Contribuyen a más del 10% del total de 

proteína y también es posible encontrarlas en las hojas en respuesta al ataque de 

insectos o microorganismos patógenos (Ryan, 1990). Algunos IP han demostrado 

actuar como compuestos defensivos contra plagas por contacto directo o por 

expresión en cultivos transgénicos (Krattiger, 1996). 

 La primera evidencia de la protección de las plantas por medio de inhibidores 

de proteasas se observó con el desarrollo de las larvas de ciertos insectos los cuales 

eran incapaces de desarrollarse de manera normal en las plantas de soya.  

Posteriormente se demostró que los inhibidores de tripsina presentes en la soya 

eran tóxicos a las larvas de los escarabajos de harina (Lawrence & Koundal, 2002). 

Además de este estudio en otros trabajos se demostró su efectividad contra insectos 

(Koiwa et al., 1998; Pannetier et al., 1997; Zhao et al., 1996), nematodos 

patogénicos (Williamson & Hussey, 1996), hongos (Dunaevsky et al., 1997; Joshi, 

Sainani, Bastawade, Gupta, & Ranjekar, 1998).  

 La expresión de los genes de los IP se lleva a cabo en órganos específicos 

en fases particulares del crecimiento de la planta. Como la germinación (Botella et 

al., 1996), la senescencia temprana de la hoja (Huang et al., 2001) y durante 

sequías (Pernas, Sánchez-Monge, & Salcedo, 2000; Van der Vyver et al., 2003). 

 Durante algunos eventos de estrés hídrico, los tubérculos de la papa secretan 

dos tipos de IP de la familia Kunitz, esos IP están asociados con otros polipéptidos 

secretados y los protegen contra la degradación extracelular de la quimotripsina. 

Estos IP también interaccionan con el sistema defensivo de la planta (Ledoigt et al., 

2006; Valueva et al., 2001) 

1.5 Inhibidores de proteasas de la familia Kunitz-STI 

La familia Kunitz, la cual se distingue por ser una familia proteica que inhibe 

principalmente proteasas serínicas, también es capaz de actuar ante otros 

mecanismos como proteasas aspárticas y proteasas cisteínicas (Pouvreau, 

Gruppen, Van Koningsveld, Van Den Broek, & Voragen, 2003). Esta familia presenta 

un plegamiento de β-trefoil, compuesto por 12 láminas beta, formando un triple 

pliegue en unidades seudo simétricas o subdominios con la presencia de hélices en 

algunos casos. Las unidades seudo simétricas están compuestas por cuatro 

láminas beta, dos de las cuales forman un barril beta conformado por seis láminas 

beta, las otras dos forman un β-hairpin el cual actúa como tapa del barril beta (Park 

et al., 2005) (Figura 3).  
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Figura 3: A) Esquema general de la estructura terciaria de los inhibidores de la familia Kunitz-STI. B) Esquema 
de cada sub-unidad que conforma la estructura terciaria por medio de un eje de seudo simetría de orden 3. 

Se ha reportado que las regiones estructurales involucradas en las 

interacciones proteasa-inhibidor incluyen al N- y al C- terminal, así como a las asas 

expuestas (Pouvreau et al., 2003). Estos últimos pueden presentar variación en su 

secuencia de aminoácidos y su longitud y aun así conservar su actividad (Renko, 

Sabotič, & Turk, 2012). 

2 ANTECEDENTES 

2.1 Mecanismo de acción de los inhibidores de proteasas de la familia 

Kunitz-STI 
Los inhibidores de la familia Kunitz-STI poseen asas de unión a proteasas 

involucrados en la actividad del inhibidor por medio de la formación de un complejo 
proteasa-inhibidor, con secuencias y longitudes muy variadas, donde la mayoría de 
las asas presentan una conformación canónica en las posiciones P3-P3’ (Bao et al., 
2009). Sin embargo, no todos los miembros de la familia Kunitz-STI presentan esta 
conformación y conservan su función inhibitoria (Guerra et al., 2016) 

Para la mayoría de los miembros de la familia Kunitz-STI previamente 
caracterizados estructuralmente se observó que el asa L4 lleva a cabo la inhibición 
para proteasas serínicas, localizado entre las láminas beta 4 y 5. Sin embargo, esto 
no se observa en todos los casos, debido a que también es posible encontrar esta 
actividad en diferentes asas, como el asa L2, ubicada entre las láminas beta 2 y 3, 
en el asa L5, entre las láminas beta 5 y 6 (Bao et al., 2009) y el asa L9, entre las 
láminas beta 9 y 10 (Figura 4), el cual previamente se propuso como la región 
involucrada en la inhibición de proteasas aspárticas (Ritonja et al., 1990), pero esto 
no ha sido demostrado ni descrito.  
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Figura 4: Esquema de la estructura secundaria del inhibidor E3Ad de la familia Kunitz-STI. Figura tomada y 
modificada de Guerra et al. 2016 

En el asa L9, de dos inhibidores de la familia Kunitz-STI extraídos de 
Solanum tuberosum descritos previamente. Se observó en el inhibidor E3Ad 
(Guerra et al., 2016), que la conformación estructural del asa L9 se encuentra 
extendida hacia el exterior del inhibidor, mientras que en otro trabajo (Guo et al., 
2015) se encontró que esta misma asa en PDI, el asa L9 se encuentra contraída 
hacia el núcleo de la proteína. (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Comparación del asa L9 entre E3Ad (PDB:5fnw, en verde) y PDI (PDB:5dzu, en morado). Tomado de 
Guerra, et al., 2016. 

Igualmente en trabajos previos se predijo mediante diversas herramientas 
computacionales que un inhibidor de tomate de la familia Kunitz-STI podría utilizar 
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el asa L9 como región responsable de la inhibición de proteasas aspárticas y se 
propuso que la Arg154, ubicada en el asa L9 de un inhibidor de proteasa aspártica, 
lleva a cabo la inhibición de la proteasa (Cater et al., 2002; Guerra, Valiente, Berry, 
& Pons, 2012). Sin embargo, Guerra en 2016, muto la arginina equivalente en el 
inhibidor E3Ad por una alanina y no se alteró la función inhibitoria del mismo (Guerra 
et al., 2016). 

Es importante mencionar que el asa L9 se encuentra ubicado 
estructuralmente en una posición equivalente a la unión proteasa-inhibidor usado 
por el inhibidor API-A para interactuar con tripsina (Guerra et al., 2012). 
Considerando todo lo anterior, es posible que la actividad del inhibidor contra 
proteasas aspárticas se encuentra regulada por la conformación estructural del asa 
L9. 

2.2 M271 
Un inhibidor de proteasas, extraído de Solanum tuberosum, se nombró M271, 

el cual tiene una masa molecular de 21700 Da, presenta un punto isoeléctrico de 
8.75, está compuesto por 189 aminoácidos y pertenece a la familia Kunitz-STI.  

Este inhibidor presenta diferencias en la secuencia de aminoácidos con 
respecto a E3Ad, reportado por Guerra en 2016, presentando una identidad1 del 
87.3% y una similitud2 del 94.7%. De los 189 aminoácidos del inhibidor 24 son 
diferentes respecto al inhibidor E3Ad, de estas 24 diferencias 10 se ubican en la 
región del asa L9, el cual presenta una identidad del 44.4% y una similitud del 
72.2%. 

En el caso de PDI, reportado por Guo en 2015, M271 y I.D.C.D. presentan 
una identidad del 92.1% y una similitud de 95.8%. De los 189 aminoácidos del 
inhibidor 15 son diferentes respecto a I.D.C.D., de los cuales 3 se ubican en la región 
del asa L9, el cual presenta una identidad del 83.3% y una similitud del 88.9%. 

                                                             
1 En el alineamiento de secuencias se denomina identidad, a la comparación directa de residuos. Es decir, 
que el residuo es el mismo en las secuencias comparadas. 
2 Por otro lado, el término de similitud se refiere a la comparación de características. Es decir, dos residuos 
que no son idénticos, pero presentan propiedades similares. E.g.: dos residuos ácidos, un ácido aspártico y 
un ácido glutámico, no presentan identidad, pero sí similitud. 
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 (Figura 6). 

 

 

Por la alta similitud del IP M271 con los dos IP bifuncionales con estructura 
cristalográfica reportados previamente, se decidió utilizar a M271 como modelo 
adicional para el estudio de la dinámica de movimiento del asa L9, en el contexto 
de la posible inhibición de proteasas aspárticas. 

3 JUSTIFICACIÓN 
Debido a trabajos previos (Cater et al., 2002; Guerra et al., 2012, 2016; Guo 

et al., 2015) donde se encontró información que sugiere que la conformación del 

asa L9 de los inhibidores de la familia Kunitz-STI podría estar regulando la 

interacción proteasa-inhibidor, se decidió estudiar los cambios estructurales que 

presenta esta asa por el cambio en la secuencia de aminoácidos del asa L9.   

Desde 1990 Ritonja sugirió la posibilidad de que el asa L9 sea la causante 

de la inhibición de proteasas aspártico, en especial se menciona a la catepsina D, 

aunque esto basado únicamente en la secuencia de aminoácidos del mismo (Ritonja 

et al., 1990), lo que nos lleva al hecho de que este problema lleva casi 30 años sin 

una respuesta. 

Figura 6: Comparación de secuencia de los tres inhibidores de la familia Kunitz-STI M271, E3Ad y DPI, en azul se resalta 
la zona del asa L9. Código de colores, arriba a la izquierda. Código de símbolos: asterisco, identidad. Dos puntos, 
similitud. Espacio, sin identidad ni similitud. 
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4 HIPÓTESIS 
El asa L9 de M271, un inhibidor de proteasas de la familia Kunitz-STI, posee 

una alta flexibilidad. 

5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 
Estudiar los cambios conformacionales del asa L9 en la variante M271 

aislado de Solanum tuberosum, un inhibidor de proteasas de la familia Kunitz-STI, 

en la inhibición de proteasas aspárticas. 

5.2 Objetivos específicos 
1. Obtención del inhibidor M271 con pureza y concentración suficientes para 

estudios de cristalografía. 

2. Realizar pruebas de inhibición de M271 sobre proteasas aspárticas y 

compararla con E3Ad. 

3. Determinación estructural de la variante M271 por cristalografía de rayos X. 

4. Realizar simulaciones de dinámica molecular para estudiar los cambios 

estructurales del asa L9 en ausencia de vecinos cristalográficos y el probable 

impacto de estos cambios sobre la actividad inhibitoria frente a proteasas 

aspárticas. 

6 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Obtención de la cepa x33 de Pichia pastoris con la clona de M271 
La secuencia codificante del inhibidor M271 se amplificó a partir del ADN 

genómico de Solanum tuberosum, en el laboratorio del Dr. Colin Berry de la Escuela 

de Biociencias de la Universidad de Cardiff en el Reino Unido, y fue donado al 

laboratorio para su estudio. 

El inhibidor se expresó en la levadura Pichia pastoris X33, la construcción 

tiene integrada el factor de expresión por metanol AOX1 y el factor α de secreción 

de Saccharomyces cerevisiae fusionado con su extremo amino, por lo cual el 

inhibidor fue secretado al medio de cultivo después de su expresión, esta 

construcción cuenta con una etiqueta de histidinas (6x) en su extremo carboxilo para 

facilitar su purificación con una columna de afinidad a Ni2+. 

6.2 Expresión heteróloga y purificación del inhibidor M271 
Se inocula una cepa de Pichica pastoris previamente transformada conocida 

como la cepa M271, en 200 mL de medio BMGY (2% triptona, 1% extracto de 

levadura, 0.1 M de fosfato de potasio, pH 6.0, 1.34% de base nitrogenada de 

levadura, 40 µM de biotina y 1% de glicerol) en frascos bafleados a 30 °C y 180 rpm 

por 24 horas. Se mide la densidad óptica del medio a 600 nm para medir 

indirectamente la concentración de biomasa, posteriormente el cultivo se centrifuga 

para separar la biomasa del medio BMGY a 3000 g por 10 minutos y posteriormente 
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se lava con medio BMMY (2% triptona, 1% extracto de levadura, 0.1 M de fosfato 

de potasio, pH 6.0, 1.34% de base nitrogenada de levadura, 40 µM de biotin y 1% 

de metanol) y se centrifuga bajo las condiciones previamente mencionadas. La 

expresión del inhibidor se lleva a cabo resuspendiendo la biomasa recuperada 

previamente en medio BMMY hasta una OD600nm de 1.0. Este medio se incuba con 

agitación continua a 28 °C y 180 rpm por 72 horas, metanol al 100% se agrega cada 

24 horas hasta una concentración final de 1% para mantener la expresión del 

inhibidor. Este medio se centrifuga a 3000 g por 10 minutos y el sobrenadante es 

recuperado para realizar la purificación de la proteína. 

El sobrenadante se lleva al doble del volumen obtenido y se agrega cloruro 

de sodio e imidazol, hasta tener concentraciones finales de 50 mM de fosfato de 

potasio, 200 mM de cloruro de sodio y 40 mM de imidazol y se ajusta el pH a 7.2. 

Esto se deja incubando toda la noche bajo las mismas condiciones donde inició la 

purificación, posteriormente se centrifuga a 10000 g por 30 minutos, se desecha el 

precipitado y se recupera el sobrenadante, se filtra con filtros de tamaño de poro de 

0.45 µm y se realiza una cromatografía de afinidad con una columna de níquel, que 

se equilibra con un buffer que tenga las mismas propiedades del sobrenadante y se 

realiza un gradiente de elución de 0 a 100 % de concentración de imidazol para 

separar al inhibidor de la columna. Las fracciones se analizan con SDS-PAGE y 

posteriormente se colecta la proteína y se concentra utilizando unidades de filtración 

en centrifuga de 10 kDa (Millipore). La muestra concentrada del inhibidor se aplica 

en una columna superdex 75 16/600 HR (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada 

con 10 mM de formiato de sodio y 150 mM de cloruro de sodio a pH 4.0 acoplado a 

un sistema Äkta-pure (GE Healthcare Life Sciences). Las fracciones se analizan con 

SDS-PAGE y se concentra utilizando unidades de filtración en centrifuga de 10 kDa 

(Millipore). 

6.3 Ensayos de actividad inhibidora contra PlmII 
Para los ensayos de actividad inhibidora contra Plasmepsina II (PlmII), se 

utilizó el sustrato peptídico cromogénico KPFEFNphRL (KM: 50.8 µmol L-1; 

Genscript, EUA) a una concentración final de ensayo igual a 84.0-84.5 µmol L-1 y 

usando el amortiguador NaAc 100 mmol L-1 a pH 4.4, estas reacciones fueron 

monitoreadas de forma continua a 310 nm en un espectrofotómetro Cary60 (Agilent 

Technologies, EUA) a una temperatura constante de 37 °C, temperatura optima de 

PlmII.  

Para estos ensayos cinéticos, tanto la enzima como el inhibidor se incuban 

durante 5 minutos previos a la adición del sustrato. La velocidad inicial de la reacción 

se determinó con el programa Cary WinUV Kinetics v5.0 (Agilent Technologies, 

EUA), a diferentes concentraciones del inhibidor. La fracción de actividad residual 

(vi/v0) se calculó a partir de la velocidad inicial de las reacciones en presencia de 

diferentes concentraciones de inhibidor (vi) respecto a la velocidad de la reacción 

en ausencia de inhibidor (v0). 
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6.4 Obtención de la estructura cristalográfica del inhibidor 
Se evaluaron condiciones de cristalización usando las matrices de 

condiciones de cristalización Wizard I-IV (Emerald Biosciences), PEG/Ion, Crystal 

Screen, Index, Crystal Screen Cryo (Hampton Research, EUA) y el método de gota 

asentada. Se realizarán pruebas de cristalización a 4 y 18 °C. El método de gota 

apoyada utilizó un robot de cristalización TTP Labtech’s Mosquito® LCP (TTP 

Labtech, Reino Unido) para preparar gotas compuestas por 100 nL de la solución 

de la proteína más 100 nL de la solución para cristalización. Se dispensaron 20 µL 

de la solución de cristalización en el pocillo correspondiente a cada gota.  

También se realizó una matriz de optimización alrededor de la condición 6 

(Cloruro de magnesio hexahidratado 0.2 M, TRIS 0.08 M, PEG 4000 24% p/v y 

glicerol 20% v/v) del kit Crystal Screen Cryo con el método de gota colgante a 4° C. 

En esta matriz, se realizaron ajustes a la concentración de la sal (Cloruro de 

magnesio hexahidratado) en un rango del 0.18 M al 0.24 M, con aumentos de 0.02 

en molaridad. Igualmente, se ajustó la concentración del PEG 4000 en un rango del 

18% al 28% p/v, con aumentos del 2%. 

Los cristales obtenidos se remojaron con una solución crio-preservante 

(condición de cristalización con 30-40% glicerol, etilenglicol o PEG 200-400). 

Posteriormente los cristales fueron montados a -173 °C en una crío-asa de rayón. 

6.5 Colecta y procesamiento de datos de la difracción de rayos X 
 La difracción por rayos X de los cristales de M271 se realizó en la línea 19-I-

D del APS (Advanced Photon Source), con un detector ADSC Q315r CCD. Los 

patrones de difracción obtenidos fueron indexados e integrados con los programas 

XDS (Kabsch, 2010) y Mosflm (Leslie & Powell, 2007). El escalamiento, 

ordenamiento y empalme de los datos se realizó con XSCALE (Kabsch, 2010) y 

AIMLESS (Evans, 2006). Para la conversión de los valores de intensidad de las 

reflexiones, procesadas con XDS, en estimados de los valores de los factores de 

estructura, se utilizó el programa XDSCONV (Kabsch, 2010). Las fases fueron 

resueltas por reemplazo molecular con el programa PHASER (McCoy et al., 2007) 

y la estructura del inhibidor de papa PDI (PDB ID: 5DZU) que presenta una identidad 

del 92.1% con M271, esto para la primera estructura de esta tesis. Las tres 

estructuras obtenidas posterior a esta utilizaron el modelo generado con PDI para 

resolver fases por medio de reemplazo molecular. Los modelos obtenidos se 

afinaron en condiciones de cuerpo rígido con el programa REFMAC5 (Murshudov 

et al., 2011). Para la validación final del modelo, se realizaron ciclos de construcción 

manual y afinamiento restringido global con los programas Coot (Emsley & Cowtan, 

2004) y PHENIX (Adams et al., 2010), respectivamente. 

6.6 Comportamiento anisotrópico en cristalografía 
 Se utilizó el servidor TLSMD (Translation/Libration/Screw Motion 

Determination) (Painter & Merritt, 2006b) el cual utiliza modelos matemáticos para 

predecir el desplazamiento de las posiciones locales de un grupo de átomos en una 
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estructura cristalográfica basándose en la suposición subyacente de que cada 

átomo actúa como miembro de un cuerpo rígido desplazado normalmente sobre 

una posición media. El desplazamiento neto es el resultado de la vibración de la 

molécula en el cristal y por el desorden estático dentro de la red cristalina por la 

obtención de varias micro conformaciones de la molécula en las diferentes celdas 

unitarias que forman el cristal (Painter & Merritt, 2006a).  

 Debido a la simplificación del análisis del comportamiento anisotrópico en el 

cristal por medio de grupos de átomos con un comportamiento anisotrópico similar, 

y que es posible emparejar, es que se decidió utilizar el servidor TLSMD.  

Esto porque el cálculo del comportamiento anisotrópico en átomos 

individuales requiere de seis parámetros de desplazamiento atómico (PDA) y de 

tres parámetros de posición, lo que describiría una nube electrónica con forma 

elipsoide y con una dirección preferente de movimiento. Mientras que el cálculo del 

comportamiento isotrópico requiere de 3 parámetros de posición para generar una 

nube electrónica uniforme en todas direcciones, es decir, de forma esférica. Por lo 

tanto, se requiere de datos de difracción de alta resolución para tener una relación 

datos parámetros mayor a 2, para no sobre afinar los datos del modelo obtenido por 

cristalografía y poder validar el mismo. 

 TLSMD utiliza un algoritmo de optimización de dos pasos para seleccionar 

los n grupos óptimos en las cadenas proteicas para transformar en grupos TLS. El 

primer paso de la optimización agrupa segmentos consecutivos de la secuencia de 

residuos, para agregar a una subrutina que ajusta los parámetros de los modelos 

TLS con los parámetros de desplazamiento atómico de cada átomo. Esto genera 

varios modelos con grupos TLS de distinta longitud, pero con residuos 

subsecuentes, es decir en cadena y no saltados.  

 El segundo paso de la optimización selecciona los grupos TLS generados en 

el primer paso que mejor ajusten con los parámetros de desplazamiento atómico. 

Esto se lleva a cabo con la minimización de ruta más corta sobre un gráfico. Estos 

gráficos se construyen colocando vértices entre cada residuo y al principio y final de 

la cadena. Para cada curva del gráfico, la penalización de cada curva es el residuo 

de mínimos cuadrados en cada curva. Con estos datos se emplea un algoritmo de 

ruta corta (Restricción de Bellman-Ford) para encontrar las rutas con menor 

penalización, desde el inicio hasta el final de la cadena. Los grupos TLS con menor 

penalización son los mostrados al final por el servidor TLSMD.  

La implementación del análisis del comportamiento anisotrópico por medio 

de TLS nos ayudó a mejorar los valores de R-work y R-free en el afinamiento de la 

estructura a 1.7, mejorando los R’s de 20, 24 a 17, 20.  

6.7 Simulaciones de Dinámica Molecular 
 Las simulaciones de dinámica molecular se llevaron a cabo con el software 

GROMACS (Abraham et al., 2015). Los archivos de topología y estructura de los 
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inhibidores M271, E3Ad e I.D.C.D. se crearon con pdb2gmx (Abraham et al., 2015). 

Se utilizó el conjunto de parámetros del campo de fuerza Amberff99sb (Hornak et 

al., 2006). Los tres inhibidores se simularon a un pH=7. El estado de protonación de 

los aminoácidos ionizables de los tres inhibidores se calculó con el programa 

PROPKA (Li, Robertson, & Jensen, 2005) en el servidor PDB2PQR (http://nbcr-

222.ucsd.edu/pdb2pqr_2.0.0/). Se generaron condiciones periódicas de entorno en 

una caja cúbica con una distancia de 1 nm (10 Å) de la superficie de la proteína a 

las paredes de la caja con la herramienta editconf (Abraham et al., 2015). Las 

moléculas de solvente se añadieron con el programa genbox (Abraham et al., 2015) 

con el modelo de agua TIP3P (Jorgense, Chandrasekjar, & Madura, 1983). Se 

neutralizaron cargas en el sistema añadiendo 0.1 M de NaCl, con la herramienta 

genion (Abraham et al., 2015). Se obtuvieron modelos con número de átomos igual 

a 53101 para M271, 41240 para E3Ad y 34338 para I.D.C.D. 

   La temperatura y presión de los sistemas se controló mediante el algoritmo 

de Berendsen (Berendsen, Postma, Van Gunsteren, Dinola, & Haak, 1984) y el 

algoritmo de Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman, 1981), respectivamente. A 

una temperatura de 296 K y una presión de 100 kPa. Las interacciones de largo 

alcance y de van der Waals, se calcularon con el método PME (del inglés “Particle 

Mesh Ewald”) (Darden, York, & Pedersen, 1993) y la expresión de Lennard-Jones, 

respectivamente. El radio de corte de las interacciones electrostáticas de largo 

alcance se fijó en una distancia mayor a 1.0 nm, y la expresión de Lennard-Jones 

para las interacciones de corto alcance se fijó a un radio de corte menor de 1.0 nm. 

 Los sistemas se equilibraron con una minimización de energía en la cual se 

tomó como criterio de optimización que la energía no fuera mayor a 1000 KJ mol -1 

nm-1. Adicionalmente se realizaron equilibraciones del sistema en los ensambles 

NVT (número de particulas, volumen y temperatura constante), en el cual se 

estabilizo durante 100 ps (pico segundo) la temperatura del sistema y 

posteriormente se equilibró el sistema con un ensamble NPT (número de particulas, 

presión y temperatura constante), en el cual se estabilizo la presión del sistema 

durante 100 ps.   

7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.2 Expresión y purificación de M271 
 La expresión de M271 en la cepa x33 de Pichia pastoris se optimizó a través 

de modificaciones en el tiempo de expresión, de 3 a 5 días. En la concentración final 

de metanol, de 1 a 2 % v/v, y en la concentración de glicerol, de 0 a 1% v/v en la 

fase de expresión. Con lo cual se obtuvieron concentraciones y volúmenes similares 

de proteína pura, 15 mg/ml en 400 µL de volumen, con el cambio de volumen de 

cultivo de 900 mL a 300 mL. 

La purificación se llevó a cabo con una combinación de cromatografía de 

afinidad a Ni2+ y exclusión molecular (Figura 7). 
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Figura 7: Análisis de SDS-PAGE de la cromatografía de afinidad a Ni2+ y la exclusión molecular de M271. Perfiles 
de elución de los pasos de afinidad y exclusión molecular. 

En la purificación se obtuvieron cuatro especies principales: la primera (de 

concentración mayor a menor) corresponde al inhibidor M271 no glicosilado (1), la 

segunda al inhibidor glicosilado (2), el cual se ubica justo encima de la banda del 

inhibidor no glicosilado, la tercera especie podría corresponder a otra especie 

glicosilada (3), la cual no pudo comprobarse y la cuarta especie podría corresponder 

a un degradado de proteínas durante el proceso de purificación (4). En las fases de 

cromatografía de afinidad y en la exclusión molecular la proteína se concentró con 

unidades de filtración de 10 kDa.  

Estas muestras fueron utilizadas para llevar a cabo pruebas de cristalización 

y de inhibición a la proteasa Plm II. La concentración del inhibidor fue de entre 11 a 

18 mg/ml, con un rendimiento total de 4.5 mg de proteína por litro de cultivo. 

7.2 Pruebas de inhibición de PlmII con M271 
 En las pruebas de inhibición de M271 se obtuvo una Ki de 5.9 ± 1.05 nmol/L, 

esto con un R2 de 0.98, el ajuste de la curva se puede observar en la figura 8. En 

comparación con el valor de Ki reportado para E3Ad el cual es de 10.5 ± 2.5 nmol/L 

(Guerra et al., 2016). Estos resultados se obtuvieron de un ajuste de regresión no 

1 2 
3

 4 
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lineal con la ecuación de Morrison (Ecuación 1) para inhibidores con el régimen de 

unión fuerte.  

𝑣𝑖

𝑣0
= 1 − 

([𝐸]0 + [𝐼]0 + 𝐾𝑖𝑎𝑝𝑝) − √([𝐸]0 + [𝐼]0 + 𝐾𝑖𝑎𝑝𝑝)2 − 4[𝐸]0[𝐼]0

2[𝐸]0
  (Ecuacion 1) 

 

 

Figura 8: Gráfico de la velocidad residual de PlmII de acuerdo con la concentración del inhibidor M271. 

 Debido al régimen de inhibidores de unión fuerte las diferencias entre M271 

y E3Ad, son prácticamente despreciables. Esto debido a que, a diferencia de otros 

inhibidores, donde los cambios en el valor directo de Ki, determina su afinidad a la 

enzima inhibida, los inhibidores de unión fuerte presentan cambios en órdenes de 

magnitud, esto quiere decir que requieren cambios de, por ejemplo, nmol a µmol 

para considerarse cambios significativos.  

7.3 Estudios cristalográficos de M271 
 Se realizaron pruebas de cristalización con los kits Wizard I-IV (Emerald 

Biosciences), PEG/Ion, Crystal Screen, Crystal Screen Lite, Crystal Screen Cryo, 

Index (Hampton Research, EUA). Se probaron 495 condiciones de cristalización 

diferentes, con dos concentraciones diferentes 5 y 10 mg/ml y a dos temperaturas 

diferentes 4 y 18 °C.  

Se obtuvo un cristal en la condición 6 del kit Crystal Screen Cryo (Cloruro de 

magnesio hexahidratado 0.2 M, TRIS 0.08 M, PEG (Polietilenglicol) 4000 24% p/v y 
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glicerol 20% v/v), el cual se llevó al Laboratorio Nacional de Estructuras de 

Macromoléculas (LANEM) en el Instituto de Química de la U.N.A.M. en Ciudad 

Universitaria. Este cristal difractó a una resolución de 3.37 Å. Sin embargo, debido 

a la mala calidad del cristal fue imposible realizar una colecta completa de datos de 

este. Adicionalmente se obtuvo un nuevo cristal en la misma condición de 

cristalización, el cual fue llevado al APS (Advanced Photon Source) en la línea 19 - 

ID - D, el cual fue difractado a una resolución máxima de 1.8 Å y que dio lugar a una 

de las estructuras cristalográficas de esta tesis.  

Con esta información se realizó una matriz de optimización alrededor de la 

condición 6 del kit Crystal Screen Cryo, en la cual se obtuvieron varios cristales de 

la proteína M271. De estos cristales obtenidos, dos fueron difractado s en el APS 

en la línea 19 - ID – D. Estos dos cristales difractaron a una resolución máxima de 

1.7 Å y 1.9 Å, y dieron lugar a dos nuevas estructuras cristalográficas.  

También se obtuvo un cristal de M271 en la condición 12 del kit Crystal 

Screen (Cloruro de magnesio hexahidratado 0.2 M, HEPES sodio 0.1 M, 2-propanol 

30% v/v), el cual igualmente fue difractado en el APS, en la línea 19 – ID - D. Este 

cristal difractó a una resolución máxima de 2.5 Å y, a pesar de la necesidad de usar 

simetrías no cristalográficas (NCS por sus siglas en inglés) al inicio del afinamiento, 

dio lugar a la cuarta estructura cristalográfica de esta tesis. (Figura 9) 

 

 

Figura 9: Cristales obtenidos en diferentes condiciones de cristalización y en una matriz de optimización. 

De los cuatro paquetes de datos (imágenes de patrones de difracción) 

obtenidos de los cuatro cristales que difractaron (Figura 10), se logró determinar la 

estructura de M271 en cada una de ellas. Todos estos patrones de difracción fueron 

obtenidos con una longitud de onda de 0.9791 Å. Los cuatro cristales presentaron 

el mismo grupo espacial, P21212 y con valores en la celda unitaria con diferencias 

despreciables: A≈62, B≈76 y C≈82 y α=90, β=90 y γ=90. Las principales 

consideraciones al momento de integrar los datos de difracción fueron los valores 

de: CC ½, I/σ y el completeness de los datos. Estas consideraciones fueron: CC ½ 

mayor a 80%, I/ σ mayor a 2 y un completeness mayor al 99%. De las cuatro 

estructuras obtenidas durante este proyecto, únicamente se reportan dos, debido al 

hecho de que estas son las estructuras con los mejores datos. En la figura 11 vemos 

la densidad electrónica de la estructura a 1.7 Å. Tabla 1.  
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Figura 10: Patrón de difracción de M271. 

Tabla 1: Datos estadísticos de las 4 estructuras cristalográficas obtenidas durante este proyecto. 

Resolución 1.7 1.8 

Longitud de onda (Å) 0.9791 0.9791 

Grupo espacial P21212 P21212 

Celda unitaria:   

a, b, c (Å) 62.39, 76.75, 
82.37 

62.11, 75.96, 
82.73 
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α, β, γ (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 

Mosaicity (°) 0.14 0.32 

Resolución (Å) 48.41 – 1.69 29.09 – 1.80 

Rmerge (%) 10.5 (75.7) 6.5 (71) 

CC ½ (%) 99.9 (85) 99.9 (83.3) 

Completeness (%) 99.9 (99.8) 99.9 (99.9) 

I/σ (I) 21.58 (3.36) 21.1 (2.66) 

Redundancia 12.58 10.79 

R-work (%) 17 19 

R-free (%) 20 23 

 

 

Figura 11: Densidad electrónica de la estructura de M271 con resolución máxima de 1.7 Å 

Al momento de analizar las estructuras cristalográficas de M271 se observó 

que, aunque comparten el mismo grupo espacial y valores de la celda unitaria, las 

estructuras no son exactamente iguales, RMSD=0.12 Å. La cadena principal 

(carbonos alfas) de la proteína tiene un comportamiento sin diferencias apreciables. 
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Por otro lado, las cadenas laterales de los residuos de la proteína presentan 

mayores diferencias, debido principalmente al ambiente químico que les rodea.  

Por ejemplo, la cadena lateral de la fenilalanina 136 de la cadena A de la 

estructura a resolución máxima de 1.7 Å, difiere de la misma fenilalanina de la 

cadena A en la estructura a resolución máxima de 1.8 Å. Este cambio en la 

estructura a 1.7 Å se debe a una manosa cercana a la fenilalanina (Figura 12), las 

cuales al estabilizarse mutuamente adoptaron una conformación diferente a la 

estructura a 1.8 Å, en la cual se observa en el ambiente de la fenilalanina una 

molécula de PEG.  

 

Figura 12: Densidad electrónica de la manosa encontrada en la estructura a resolución máxima de 1.7 Å 

Y podemos encontrar algunos otros ejemplos de comportamientos dispares 

en la comparación de las estructuras. Recordemos que la estructura a 1.8 Å es la 

condición original del kit Crystal Screen Cryo y las estructuras a 1.7 Å y 1.9 Å son 

una variación de esta donde hay un cambio de 0.02 M de la sal (cloruro de magnesio 

hexahidratado) y 2% p/v de PEG 4000. Diferencias mínimas, que obtuvieron 

cristales diferentes. 

También se pudo observar que en la estructura a 1.7 Å fue posible encontrar 

una n-glicosilación (la manosa previamente mencionada), cuya densidad 

electrónica no es posible observar en toda la cadena de glicosilación. Únicamente 

se observa la densidad de una hexosa a una distancia de 19 Å de la asparagina 19, 

sitio de glicosilación previamente descrito para los inhibidores Kunitz.  

En esta estructura proponemos que la n-glicosilación que se observa 

pertenece a la manosa α-1,3 (Choi et al., 2003), por la ausencia del oxígeno en 

enlace con el carbono 3 de la manosa en el mapa de densidad electrónica. Y no se 

observan perturbaciones en la región del carbono 1. Por lo que proponemos que la 
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manosa que se observa está enlazada en el carbono 3 y que es la última 

glicosilación de la cadena. Nosotros suponemos que el resto de la cadena posee un 

alto grado de flexibilidad, por lo que no es posible definir la densidad electrónica del 

resto de la cadena de glicosilación. Es importante mencionar que, aunque el 

modelar esta manosa ayuda a mejorar nuestros valores de R durante el afinamiento, 

las glicosilaciones no intervienen en la capacidad inhibitoria de los inhibidores de la 

familia Kunitz-STI. Guerra en el año 2016 cambió la asparagina 19 por un ácido 

glutámico, escindió la glicosilación del inhibidor, pero al realizar los ensayos de 

capacidad inhibitoria observó que la misma no cambiaba. 

Sin embargo, el cambio más significativo se encuentra en la región del asa 

L9, donde se aprecia que la densidad electrónica de varios residuos del asa, sobre 

Figura 13: Modelo de listón de M271 obtenido por cristalografía de rayos X. En rojo se señala el asa L9.  



32 
 

todo después del puente disulfuro entre las cisteínas 151 y 154, no está bien 

definida  

(Figura 14).

 

Figura 14: Densidad electrónica del asa L9, se observa que algunos residuos no presentan densidad electrónica 
en la región de las cadenas laterales. 

 Sin embargo, la falta de densidad electrónica solo afecta a la región de las 

cadenas laterales, la densidad electrónica de la cadena principal se aprecia sin 

problema alguno. Lo cual indica que esa zona posee un alto grado de flexibilidad, y 

aunque en muchos estudios de cristalografía se buscaría minimizar ese 

comportamiento, en el caso de nuestro estudio el no observar esa región apoya la 

teoría de la alta flexibilidad de la zona. (Figura 13). 

Igualmente, al comparar la estructura de M271, E3Ad y PDI, es apreciable 

que la conformación estructural adoptada por la proteína cristalizada es diferente. 

Esto debido a los contactos que posee cada proteína en su forma cristalizada. Sin 

embargo, es posible decir que a menor número de contactos cristalinos, la 

conformación adoptada por la proteína es más cercana a la conformación de la 

proteína en solución. Por lo que, es importante analizar los contactos presentes en 

las estructuras de las 3 proteínas, para poder correlacionar los cambios en la 

conformación estructural del asa L9 con el número de contactos presentes en el 

cristal.  

De la superposición de las 3 estructuras tridimensionales, se observó que el 

asa L9 posee una conformación diferente en las 3 estructuras. En el PDI se observa 

que el asa L9 se encuentra contraída hacia la proteína. En E3Ad se observa que la 

proteína se encuentra extendida hacia el solvente. Y en M271 se observa que el 

asa también se encuentra contraída hacia el solvente. La diferencia entre M271 y 
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E3Ad es que la zona del segundo puente disulfuro del asa L9 presenta una 

inclinación mayor. (Figura 15). 

 

Figura 15: Comparación estructural de M271, E3Ad y PDI. A la izquierda se observa la región del asa L9. En 
dorado M271, en verde E3Ad y en morado PDI. 

También, al comparar estas 3 estructuras tridimensionales en la región del 

asa L9 se observó que esta asa posee una hélice, la cual no está ubicada en la 

misma región en las 3 estructuras. En M271 esta hélice se encuentra antes del 

puente disulfuro entre las cisteínas 151 y 154, mientras que en E3Ad se ubica una 

hélice 3 10 en la región posterior al puente disulfuro, en la estructura de PDI no se 

logra observar una hélice, sin embargo, se logra apreciar cierta curvatura, la cual 

debido a la conformación estructural que adopta en el cristal no se logra reconocer 

como una hélice, en la región posterior al puente disulfuro de esta proteína. (Figura 

16). 
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Figura 16: Comparación entre el asa L9 de M271, E3Ad y PDI. En dorado M271, en azul E3Ad y en morado PDI 

 Con excepción de los cambios observados e indicados en la región del asa 

L9, los 3 modelos tridimensionales no presentan mayores diferencias entre ellos. 

Los valores de RMSD de la superposición de las estructuras sin incluir al asa L9, se 

observan en la Tabla 2. 

Tabla 2: Comparación de RMSD entre M271, E3Ad y PDI. 

Proteína/RMSD M271 E3Ad I.D.C.D. 

M271 0 0.69 Å 0.56 Å 

E3Ad 0.69 Å 0 0.65 Å 

PDI 0.56 Å 0.65 Å 0 

 

7.4 Estudio anisotrópico de la estructura a 1.7 Å de resolución de M271. 
 Para el estudio de átomos anisotrópicos se seleccionó la estructura con 

resolución máxima de 1.7 Å. El motivo de la selección de esta estructura se debió a 
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ser la de mayor resolución y por ende presentar una mayor relación datos – 

parámetros. Aun así, fue necesario realizar la determinación de TLS (Painter & 

Merritt, 2006a), debido a que los TLS separan la proteína en zonas que se calcularán 

en conjunto, disminuyendo los cálculos necesarios para afinar la estructura. El 

parámetro para determinar el número de zonas en el cálculo de TLS fue, que el 

número de zonas fuera el menor posible y que el asa L9 pudiera representarse en 

3 zonas, los extremos del asa, sin importar que las zonas fueran más largas que el 

extremo mismo, y que la zona central del asa fuera una zona independiente. De 

esta forma se determinó, que la cadena A se dividiría en 6 secciones, y la cadena 

B en 7.  

 Estas zonas fueron para la cadena A: del residuo 4 al 40, del 41 al 45, del 46 

al 146 (zona inicial del asa L9), del 147 al 159 (asa L9), del 160 al 178 (zona final 

del asa L9) y del 179 al 194. Y para la cadena B: del residuo 2 al 27, del 28 al 46, 

del 47 al 103, del 104 al 110, del 111 al 151 (zona inicial del asa L9), del 152 al 158 

(asa L9) y del 159 al 194 (zona final del asa L9).  

 Con esto se observó que la estructura cristalográfica de M271 presenta poca 

flexibilidad en el núcleo de la proteína, y que las asas presentan una mayor 

flexibilidad. Se observó que el asa L9 es la que presenta mayor flexibilidad de todas 

las asas, en especial en la cadena B. Esto debido a que en la cadena B el asa L9 

tiene un menor número de interacciones con sus vecinos cristalográficos, por lo que 

tiene un menor número de impedimentos estéricos, por lo tanto la zona presenta 

una mayor flexibilidad, en comparación con el resto de la proteína.  

Este comportamiento es una prueba de que incluso en la matriz cristalina, 

M271 posee un comportamiento dinámico muy importante, especialmente en el asa 

L9. 

 Estos datos fueron analizados y validados con el servidor PARVATI (Merritt, 

1999), el cual nos arrojó los siguientes datos. (Figura 17), (Figura 18 y 19) 

 

Figura 17: A la izquierda, gráfica de anisotropía media de cada residuo en cada cadena (A y B en este caso), 
este gráfico nos muestra el comportamiento anisotrópico individual de cada residuo. A la derecha, gráfica del 
comportamiento anisotrópico en un conjunto de cuerpo rígido, nos muestra secciones delimitadas de acuerdo 
con su comportamiento anisotrópico.   
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Figura 18: Comportamiento anisotrópico del asa L9, remarcada en un rectángulo, en la cadena B de M271 en 
el modelo tridimensional a 1.7 Å de resolución. Se observan elipsoides en los átomos que presentan un 
comportamiento anisotrópico (flecha roja), mientras que en los átomos con un comportamiento isotrópico se 
observan esferas (flecha azul).   

 

Figura 19: Comportamiento anisotrópico del asa L9 en la cadena A de M271 en el modelo tridimensional a 1.7 
Å de resolución. Se observan elipsoides en los átomos que presentan un comportamiento anisotrópico (flecha 
roja), mientras que en los átomos con un comportamiento isotrópico se observan esferas (flecha azul).   
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 Debido a los resultados de los estudios cristalográficos del inhibidor M271, 

en los cuales por medio del cálculo de átomos anisotrópicos se observó un 

comportamiento dinámico en la región del asa L9, es que se decidió explorar por 

medio de dinámica molecular el comportamiento de M271, y en particular del asa 

L9. Esto con el objetivo de estudiar el comportamiento de esta asa sin las 

restricciones de los vecinos cristalográficos. 

7.5 Simulaciones de Dinámica Molecular 
 Las simulaciones de dinámica molecular se realizaron en la 

supercomputadora Miztli de la U.N.A.M. en el proyecto LAN-CAD-UNAM-DGTIC-

266.  

 La simulación de dinámica molecular se llevó a cabo con el software 

GROMACS y se simularon 5000 ns (nano segundos). En esta simulación, se 

utilizaron los modelos de las estructuras obtenidas por cristalografía de rayos X de 

los inhibidores E3Ad, PDI y M271. En la simulación se asignó un estado de 

protonación equivalente a un pH 7, temperatura de 25° C y 1 atm de presión en las 

tres estructuras.  

 El cálculo de RMSD (Root-Mean-Square Desviation) sobre la cadena 

principal de M271 nos muestra que al inicio de la simulación es cuando se registra 

la mayor variación en la conformación del asa L9. En la figura 20, se observa que 

durante los primeros 500 nano segundos (representados en las figuras como pico 

segundos) la conformación del asa L9 cambia de expuesta al solvente a contraerse 

hacia el núcleo de la proteína. Y durante el resto de la simulación el asa L9 se 

mantiene en la conformación contraída.  
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Figura 20: RMSD de la cadena principal de M271. El asa L9 esta resaltada en elipses rojas. 

 

 

 En la simulación de PDI, se observa en la figura 21 que esta presenta una 

mayor variación, presentando varios picos a lo largo de la simulación. Se observa 

también que el asa L9 visita varias conformaciones durante la simulación. Iniciando 

contraída hacia el núcleo de la proteína, para extenderse hacia el solvente. 

Visitando estos estados y sus intermediarios durante toda la simulación.  

Es importante mencionar que el dinamismo del asa L9 en el inhibidor PDI es 

la más activa de los 3 inhibidores estudiados. Por lo menos en los estudios de 

dinámica molecular. 
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Figura 21: RMSD de la cadena principal de PDI. El asa L9 esta resaltada en elipses rojas. 

 En la simulación de E3Ad, se observa en la figura 22 que de los 3 inhibidores 

estudiados este presenta la menor variación. Aún así es posible observar que al 

igual que M271 y PDI, E3Ad presenta varios picos durante la simulación. Sin 

embargo, estas variaciones son menores, indicando principalmente cambios en la 
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región central del asa L9. Aún así no es posible atribuir las variaciones en el cálculo 

de RMSD de E3Ad unicamente al asa L9. 

 

 

Figura 22: RMSD de la cadena principal de E3Ad. El asa L9 esta resaltada en elipses rojas. 

 

En la figura 23 se muestra la comparación entre el RMSD general de la 

proteína (eje “Y” izquierda) contra el RMSD del asa L9 (eje “Y” derecha) de M271. 

Se observa que la variación del RMSD de la proteína es propiciado por la variación 
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en la conformación del asa L9, sin embargo, no es posible atribuir todos los cambios 

del RMSD de la proteína únicamente a estas variaciones. 

 

 

Figura 23: RMSD de M271 y el asa L9 de la misma. En negro M271 y en rojo el asa L9. 

 En la figura 24 se muestra la comparación entre el RMSD general de la 

proteína (eje “Y” izquierda) contra el RMSD del asa L9 (eje “Y” derecha) de PDI. Al 

igual que en la comparación de M271, aquí se muestra que el comportamiento del 

RMSD general de la proteína esta ligado al comportamiento del RMSD del asa L9, 
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sin embargo, una vez más no podemos atribuir todas estas fluctuaciones 

unicamente al asa L9. 

 

Figura 24: RMSD de PDI y el asa L9 de la misma. En negro PDI y en rojo el asa L9. 

 

 En la figura 25 se muestra la comparación entre el RMSD general de la 

proteína (eje “Y” izquierda) contra el RMSD del asa L9 (eje “Y” derecha) de E3Ad. 

En esta comparación, a diferencia de las anteriores, el comportamiento del RMSD 

general de la proteína y del asa L9 no tienen un comportamiento similar. Por lo cual 

las variaciones que se presentan en E3Ad, no se deben principalmente al 

comportamiento del asa L9. 
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Figura 25: RMSD de E3Ad y el asa L9 de la misma. En negro E3Ad y en rojo el asa L9. 

 Durante la simulación se observó que M271, tiende a un comportamiento en 

el cual el asa L9 se contrae hacia el núcleo de la proteína y se mantiene en un 

equilibrio en el cual visita diferentes conformaciones que podrían llevarle a extender 

de nuevo el asa hacia el solvente. Esto se puede observar en los datos de RMSD 

del asa L9 de M271 los cuales son 0.2377 nm y 1.2704 nm para el valor mínimo y 

máximo respectivamente. (Figura 26) 
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Figura 26: Comparación de los valores mínimos y máximos de RMSD de la simulación de dinámica molecular 
de M271 con la estructural inicial posterior a la minimización de energía. En dorado M271 después de la 
minimización de energía, en azul valor mínimo de RMSD y en naranja valor máximo de RMSD. 

Por otro lado, PDI extiende el asa L9 hacia el solvente y se mantiene en un 

equilibrio de conformaciones entre el estado extendido y el estado contraído. Los 

datos de RMSD del asa L9 de PDI son 0.1548 nm y 1.3607 nm para el valor mínimo 

y máximo respectivamente. (Figura 27) 
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Figura 27: Comparación de los valores mínimos y máximos de RMSD de la simulación de dinámica molecular 
de PDI con la estructural inicial posterior a la minimización de energía. En morado PDI después de la 
minimización de energía, en azul valor mínimo de RMSD y en naranja valor máximo de RMSD. 

Por último, E3Ad presenta cambios mínimos durante toda la dinámica en 

comparación con M271 y PDI, presentando un estado en el cual visita diferentes 

conformaciones alrededor de la conformación inicial. Los datos de RMSD del asa 

L9 de E3Ad son 0.1212 nm y 0.6866 nm para el valor mínimo y máximo 

respectivamente. (Figura 28) 
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Figura 28: Comparación de los valores mínimos y máximos de RMSD de la simulación de dinámica molecular 
de E3Ad con la estructural inicial posterior a la minimización de energía. En verde E3Ad después de la 
minimización de energía, en azul valor mínimo de RMSD y en naranja valor máximo de RMSD. 

 Adicionalmente se realizaron cálculos de RMSF (Root-Mean-Square 

Fluctuation). En la figura 29 se observa el comportamiento de M271. Se pueden 

observar 11 picos en la gráfica a lo largo de la secuencia de aminoácidos de la 

estructura (eje x) correspondientes a cada asa del inhibidor, además de 2 picos en 

los extremos correspondientes al amino inicial en la izquierda del gráfico y el 

carboxilo terminal en la derecha del gráfico. Se observa que en el residuo 143, 

correspondiente a una cisteína, el inicio del asa L9 en M271 se presenta un pico 

hasta el residuo 161, correspondiente a una cisteína, el cual es el final del asa L9. 

Es importante mencionar que no solamente L9 presenta fluctuaciones durante la 

simulación, sino que es un comportamiento habitual en las 11 asas que conforman 

el inhibidor. Además, es importante mencionar que se puede observar un 

comportamiento de mucha variabilidad en la región del residuo 26 al 36, 
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correspondiente al asa L1. Al igual que el asa L3, L6 y L8 presenta fluctuaciones 

semejantes al asa L9. 

 

 

Figura 29: Cálculo de RMSF de M271. Se muestra el número de residuos de la proteína en el eje X y la variación 
de las fluctuaciones en el eje Y. 

 En la figura 30 se observa el comportamiento de PDI. En esta gráfica se 

observan mayores fluctuaciones tanto en el asa L9, la cual inicia en la cisteína 142 

y termina en la cisteína 160, como en el asa L1, la cual inicia en el residuo 25 y 

termina en el residuo 35. Estas fluctuaciones junto con el comportamiento del asa 

L9 en el cálculo de RMSD, nos muestran una vez más que PDI presenta una mayor 

flexibilidad en la región del asa L9 y además también en la región del asa L1. 

 

Figura 30: Cálculo de RMSF de PDI. Se muestra el número de residuos de la proteína en el eje X y la variación 
de las fluctuaciones en el eje Y. 

 En la figura 31 se observa el comportamiento de E3Ad. En esta gráfica se 

observa un comportamiento para el asa L9, la cual inicia en la cisteína 142 y termina 

en la cisteína 159, que reafirma lo observado en el cálculo de RMSD, observando 

que las fluctuaciones del asa L9 son menores en comparación con PDI, pero 
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similares en comparación con M271, sin embargo, también se observa que el asa 

2, 3 y 4, tienen la misma magnitud en las fluctuaciones. Al igual que con M271 y PDI 

se observa que el asa L1, la cual inicia en el residuo 25 y termina en el residuo 36, 

presenta altas fluctuaciones.  

 

Figura 31: Cálculo de RMSF de E3Ad. Se muestra el número de residuos de la proteína en el eje X y la 
variación de las fluctuaciones en el eje Y. 

Adicionalmente se realizó un análisis de estructura secundaria a los datos 

obtenidos de la simulación. Se calculó la probabilidad de la proteína a presentar un 

tipo de estructura secundaria particular durante toda la simulación. 

En la figura 32 se observa la probabilidad de estructura secundaria de M271 

a lo largo de la simulación de dinámica molecular, en la cual se observa que la 

región del asa L9 (aumentada, a la derecha de la imagen) presenta principalmente 

la estructura de asa (representada con una “T”), pero también se observa que en 

los residuos 148, 149 y 150 y 157, 158 y 159 se presenta una estructura de hélice 

3-10 (representada con una “G”), aunque la probabilidad de encontrar la hélice es 

menor que la del asa, esto nos indica que la hélice está presente, con su 

subsecuente aporte estructural al asa L9. Además, esto también muestra que, a 

diferencia del modelo obtenido por cristalografía, donde solo se observa una hélice, 

durante la simulación el inhibidor puede presentar dos hélices en la región del L9. 

Igualmente se observan las 12 láminas beta que conforman al inhibidor 

(representadas con una “E”). 
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Figura 32: Cálculo de estructura secundaria de M271. En el eje X se muestran los residuos y en el eje Y la 
probabilidad de cada estructura secundaria. T=asa, E=lámina beta, G=hélice 3-10, H=hélice. 

En la figura 33 se observa la probabilidad de estructura secundaria de PDI a 

lo largo de la simulación de dinámica molecular, en la cual se observa que la región 

del asa L9 (aumentada, a la derecha de la imagen) presenta principalmente la 

estructura de asa (representada con una “T”), pero también se observa que en los 

residuos 147, 148 y 149 se presenta una estructura de hélice 3-10 (representada 

con una “G”), esto es interesante dado que a diferencia del modelo por cristalografía, 

donde no se observa ninguna hélice (lo cual se atribuye principalmente al orden de 

las moléculas dentro del cristal) durante la simulación el inhibidor presenta una 

hélice 3-10, la cual le otorgaría estabilidad al asa. Igualmente se observan las 12 

láminas beta que conforman al inhibidor (representadas con una “E”). 
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Figura 33: Cálculo de estructura secundaria de PDI. En el eje X se muestran los residuos y en el eje Y la 
probabilidad de cada estructura secundaria. T=asa, E=lámina beta, G=hélice 3-10, H=hélice. 

En la figura 34 se observa la probabilidad de estructura secundaria de E3Ad 

a lo largo de la simulación de dinámica molecular, en la cual se observa que la 

región del asa L9 (aumentada, a la derecha de la imagen) presenta la estructura de 

asa (representada con una “T”), pero también se observa que en los residuos 153, 

154 y 155 se presenta mayoritariamente una estructura de hélice 3-10 

(representada con una “G”), a diferencia de los otros dos inhibidores que tienen una 

probabilidad de presentar la hélice 3-10, E3Ad tiene una alta probabilidad de 

presentarla, lo cual podría estar ligado a la estabilidad mayor del inhibidor durante 

la simulación y la poca flexibilidad presentada por el asa L9 del mismo. Igualmente 

se observan las 12 láminas beta que conforman al inhibidor (representadas con una 

“E”) 
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Figura 34: Cálculo de estructura secundaria de E3Ad. En el eje X se muestran los residuos y en el eje Y la 
probabilidad de cada estructura secundaria. T=asa, E=lámina beta, G=hélice 3-10, H=hélice. 

En términos generales se observó que tanto M271 como PDI poseen una 

flexibilidad mayor, esto también podría estar relacionado con la mayor similitud entre 

los dos inhibidores. Por otro lado, E3Ad presenta una flexibilidad menor adoptando 

cambios al inicio de la simulación y permaneciendo en ellos por el resto de esta, 

siendo el inhibidor con menor identidad entre los 3, aun cuando esta diferencia es 

de solo el 5% de la secuencia.  

8 CONCLUSIONES. 
• El inhibidor M271 presenta el plegamiento típico de la familia Kunitz-STI.  

• La capacidad inhibitoria de M271, es semejante a la de E3Ad. 

• El asa L9 es una zona, pero no la única, de alta flexibilidad estructural en 

M271 y PDI, pero no en E3Ad. 

• El comportamiento estructural en la zona del asa L9 de M271 y PDI es 

semejante, mientras que el comportamiento del asa L9 de E3Ad es diferente 
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al de M271 y PDI. Este cambio en el comportamiento puede estar ligado a la 

diferencia en secuencia en el asa L9 entre los 3 inhibidores. 

• El asa L1, es la zona que presenta mayores fluctuaciones en los tres 

inhibidores estudiados. 

9 PERSPECTIVAS. 
1. Obtención del complejo proteasa inhibidor, lo que nos permitiría observar las 

regiones de interacción del complejo. 

2. Realizar un mayor número de estudios estructurales con el inhibidor M271 y 

Plm II. Estudios de NMR y estudios de cryomicroscopía. Con lo cual estudiar 

la interacción responsable de la inhibición. 

3. Obtención de mutantes de M271. Escindiendo primero la totalidad del asa 

L9, observando con esto si la inhibición se mantiene o se pierde. 

4. Obtención de mutantes de M271. Mutaciones puntuales de diferentes 

residuos a lo largo del asa L9, buscando responder cuales son los residuos 

responsables de la formación del complejo proteasa inhibidor. 

5. Realizar un mayor número de simulaciones de dinámica molecular. Usando 

principalmente el método de pHREMD (pH Replica Exchange Molecular 

Dynamics), en el cual se realizan cambios en el estado de protonación de la 

proteína. Simulando de esta forma cambios de pH durante la simulación.  

6. Realizar simulaciones de dinámica molecular con el método de T-REM 

(Temperature Replica Exchange Molecular Dynamics). Simulando cambios 

de temperatura durante la simulación.  
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