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1. INTRODUCCION

Las proteinas llevan a cabo diversas funciones celulares como formar parte de
elementos estructurales, catalizar reacciones, transportar moléculas, participar en
la transmision de sefales, la respuesta inmunoldgica, en la regulacién metabdlica y
genética, entre muchas otras. La funcion que desempefian las proteinas depende
de su estructura tridimensional, de ahi la importancia que su plegamiento sea

adecuado para que adquieran su forma nativa (Gomes & Faisca, 2019).

Muchas de las proteinas sintetizadas en células eucariotas pasan por el reticulo
endoplasmico, en donde se lleva a cabo su plegamiento, maduracion vy
estabilizacién con la asistencia de otras proteinas conocidas como chaperonas o
foldasas (Maattanen et al., 2014).

La familia de las proteinas disulfuro isomerasas (PDI) oxidan, reducen e isomerizan
puentes disulfuro, por lo tanto, son enzimas protagonistas del plegamiento oxidativo;
ademas, son chaperonas que evitan la agregacion de proteinas mal plegadas,
participan en el mantenimiento del equilibrio redox, en la homeostasis de proteinas
desplegadas, en la viabilidad de la célula, en la respuesta de proteinas mal plegadas
(UPR) y en la degradacion de proteinas asociada al reticulo endoplasmico (ERAD)

y poseen roles importantes en diversas enfermedades (Matsusaki et al., 2021).

La familia de las PDI contiene al menos un dominio de tipo tiorredoxina, el cual se
caracteriza por su conformacion de hebras 3 rodeadas por a hélices y que contiene
un motivo CXXC (una cisteina, otros dos aminoacidos y otra cisteina), el cual
participa en el plegamiento oxidativo de proteinas (Horibe etal.,, 2004). Sin
embargo, la familia de las PDI es muy diversa en tamano, numero de dominios,
acomodo tridimensional de los dominios, la composicion del sitio activo, intervencion

en procesos fisiolégicos, funciones cataliticas y su eficiencia en éstas.
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Si bien se ha determinado la estructura de diversas proteinas de esta familia y se
han identificado residuos de aminoacidos clave en su funcién, aun no hay estudios
que clarifiquen las diferencias estructurales entre las PDI y sus homologas en
procariotas, las proteinas formadoras de puentes disulfuro (Dsb), y tampoco hay
investigaciones sobre las estructuras que se mantienen conservadas a través de
distintos organismos y proteinas paralogas que conforman esta familia de foldasas.
Ademas, quedan por contestar preguntas como cuales son las unidades
estructurales que son fundamentales para que las PDI realicen eficientemente sus
funciones y si es posible que sean capaces de desintegrar oligomeros amiloides

caracteristicos de las enfermedades conformacionales.

En este trabajo se identifican regiones altamente conservadas presentes en las PDI
gue no se encuentran en las Dsb, dando una posible explicacién de por qué las PDI
son capaces de llevar a cabo distintos tipos de reacciones y la familia de las enzimas
procariotas, no. Ademas, se reportan las estructuras secundarias y su disposicion
en el espacio de las cadenas de aminoacidos conservadas en organismos distintos,

desde la ameba hasta el ser humano.

Estudiar a profundidad la estructura de estas proteinas es de gran importancia, pues
el conocimiento generado se puede aplicar en el disefio de proteinas. De esta
manera, se facilitaria el desarrollo de PDI con una actividad mejorada de chaperona
que seria muy util para el tratamiento de enfermedades conformacionales, o bien,
para la identificacion de moléculas inhibitorias de una actividad especifica de las
PDI, lo cual puede ser muy util en el tratamiento del cancer debido a que reduciria

la viabilidad de las células cancerigenas (Powell & Foster, 2021).

Adentrarse en la relacion que existe entre la estructura y la actividad de esta familia
permitira comprender de mejor manera procesos fisioldgicos como la homeostasis
de proteinas o el plegamiento oxidativo de proteinas y otros procesos patoldgicos
relacionados con la actividad de la PDI como el cancer, la inflamacion o el estrés

oxidante en la célula.
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Las herramientas bioinformaticas se han vuelto practicamente indispensables para
el analisis estructural de las proteinas, pues se han recolectado un gran numero de
datos experimentales, lo que requiere de estas herramientas para su manejo.
Ademas, los avances en la ciencia computacional como del inmenso desarrollo en
la inteligencia artificial se han reflejado en la creacion de plataformas y programas
capaces de analizar, predecir y visualizar datos bioldgicos, actividades sumamente
valiosas en las investigaciones de la gendmica, transcriptdmica, proteémica y
metabolomica (Ertelt et al., 2024).

Definir la arquitectura o el andamio proteico (protein scaffold en inglés) es muy
prometedor para brindar enfoques terapéuticos innovadores en padecimientos
como la diabetes, obesidad, Alzheimer, Parkinson, cancer, etcétera (Wallis &
Freedman, 2013).

Los resultados abriran el horizonte epistémico y sentaran las bases para proximas
investigaciones sobre el disefio y generacion de nuevas foldasas; ademas, se
podria estudiar el efecto de modificaciones concretas de ciertos aminoacidos en
esos segmentos especificos. Al reducir la brecha entre la Bioquimica y las ciencias
computacionales, este conocimiento se empleara en el desarrollo y entrenamiento
de modelos de aprendizaje automatico que pretendan mejorar la funcién de las PDI
o simplificar su estructura para facilitar su produccion como medicamento

biotecnoldgico y disminuir inmunogenicidad (Guevara et al., 2013).

Este enfoque es muy prometedor y alentador, pues su fin ultimo es impactar en el
bienestar y calidad de vida de las personas, en el avance de la ciencia y la

tecnologia y en el desarrollo pleno de la sociedad.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuando las proteinas no se pliegan correctamente pueden causar mal

funcionamiento o muerte celular y dar lugar a agregados nocivos como son los
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oligdbmeros amiloides. También se espera un efecto perjudicial profundo, que a
menudo resulta en las denominadas enfermedades conformacionales de proteinas
(Grasso et al., 2023). Es en esta pérdida de la homeostasis proteica, en donde las
PDI podrian intervenir para evitar la formacion de oligomeros y el desarrollo de estas

enfermedades.

Algunos miembros de la familia de las PDI se encuentran sobre expresados en
varios tipos de cancer, pues existe una mayor demanda para controlar el estrés
oxidante, una mayor demanda de plegamiento proteico para la rapida proliferacion
celular y, por tanto, para la supervivencia de las células cancerigenas (Ye et al.,
2023).

Ademas, se ha encontrado que una inactivacion de PDI disminuye la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la fosforilacion del factor nuclear kappa B
(NF-kB) que permite su traslocacion al nucleo y activando la transcripcion de genes
de citoquinas, por lo tanto, reduce la secrecion de TNF-a e IL-6; también se
disminuye la migracién de macréfagos (Xiao et al., 2018), esto implica que las PDI

también participan procesos inflamatorios..

Las PDI estan relacionadas con diversas enfermedades, por lo que estudiar su
estructura se vuelve crucial para investigar y proponer nuevos enfoques
terapéuticos para padecimientos que afectan a millones de personas en México y el
mundo, abarcando desde mejorar su funcién como chaperona para el tratamiento
de las enfermedades conformacionales hasta inhibir selectivamente alguna de sus

funciones asociadas con procesos inflamatorios 0  cancerigenos.

1.2 HIPOTESIS
Es posible identificar regiones conservadas y variables en las PDI mediante
herramientas bioinformaticas, a pesar de que es una familia muy diversa en

secuencia de aminoacidos, estructura tridimensional y actividad catalitica.
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2. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES

2.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar regiones conservadas en las proteinas disulfuro isomerasas a nivel de
estructuras primaria, secundaria y terciaria mediante herramientas bioinformaticas,

considerando diversas proteinas homologas en esta familia de proteinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar zonas conservadas en las PDI y caracterizar sus propiedades
estructurales.

e |dentificar zonas variables que dan lugar a nuevas propiedades a lo largo de
la evolucién.

e Alinear secuencias de la familia de las PDI e identificar residuos de
aminoacidos conservados.

e Predecir las estructura secundaria y terciaria de proteinas de esta familia de

foldasas.
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3. ANTECEDENTES

3.1 PROTEINAS DISULFURO ISOMERASAS

Las proteinas disulfuro isomerasas (PDI) son chaperonas que se encuentran en el
reticulo endoplasmico (RE) de las células eucariotas, miembros en esta familia
poseen una secuencia desde los 200 hasta 800 aminoacidos aproximadamente
(Bateman et al., 2023). Esta familia es una de las mas grandes que residen en el

RE y sus miembros presentan una gran variedad en estructura y funcion.

Las PDI son muy relevantes en el plegamiento oxidativo de proteinas debido a su
capacidad de oxidar, reducir e isomerizar puentes disulfuro presentes en
aproximadamente un tercio de las proteinas que pasan por el reticulo endoplasmico.
Ademas, por su actividad como oxidorreductasas tienen un rol importante en la

redoxtasis.

También ayudan en el plegamiento de proteinas sin oxidar o reducir puentes
disulfuro, mediante interacciones no covalentes o de manera mas indirecta
manteniendo el equilibrio redox creando un ambiente favorable para el plegamiento
correcto, ademas de participar en la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), en
la degradacion de proteinas asociada al reticulo endoplasmico (ERAD) y, por ende,
interviniendo en la proteostasis (Maattanen et al., 2014). Existen muchos estudios
gue han encontrado relacion entre la actividad de las PDI y el desarrollo o gravedad
de diversas enfermedades, tales como Alzheimer, Parkinson, trombosis, diabetes y

diversos tipos de cancer (Wang et al., 2022).
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3.1.1 FUNCIONES

Se han identificado cuatro funciones en la familia de las PDI: formacién, reduccion
e isomerizacion de los puentes disulfuro y funcion de chaperona independiente del
plegamiento oxidativo. Es decir, la PDI puede contribuir al plegamiento correcto de
otras proteinas mediante reacciones redox, o bien, por otros mecanismos como la
unién a proteinas mal plegadas evitando su agregacion, participacién en la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y en la degradacion de proteinas

asociada al reticulo endoplasmico (ERAD).

Los mecanismos de reaccion de las funciones de la PDI no estan completamente
dilucidados, pero existen propuestas que explican como esta familia de proteinas
lleva a cabo cada una de sus funciones, las cuales se comentan a continuacion y
en la Figura 1 se muestra una representacion resumida de los mecanismos de
accion de las reacciones redox llevadas a cabo por las PDI. Ademas, se muestra
cémo la oxidacién, reduccidn e isomerizacién cambia la estructura terciaria de las
proteinas sustrato; es decir, es una explicacion ilustrativa del plegamiento oxidativo

de estas proteinas sustrato.

Se propone que, en la formacion de puentes disulfuro mediada por la PDI, la cisteina
en el sustrato se desprotona para formar un anion tiolato reactivo, el cual ataca el
enlace disulfuro de la PDI formando un disulfuro mixto entre las dos proteinas que
se libera por el atague de un segundo anion tiolato en el sustrato (Appenzeller-
Herzog & Ellgaard, 2008b). Después de este proceso, la PDI quedaria reducida al

transferir su enlace disulfuro a la proteina sustrato.

El mecanismo de la reaccion de reduccion seria el inverso de la reaccion de
oxidacion; es decir, el tiol libre o el tiolato (no esta clara la especie) de la PDI atacaria
a una de las cisteinas que forma el puente disulfuro del sustrato, formando el
disulfuro mixto, luego el segundo tiol libre o tiolato de la PDI formaria el enlace

disulfuro en esta enzima, liberando al sustrato reducido (Shouldice et al., 2010).
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Figura 1. Mecanismos de accion redox de las PDI. La representacion de la estructura terciaria de la PDI

aparece en gris, mientras que la proteina sustrato esta representada con una linea amarilla. Las flechas curvas

indican el posible movimiento de electrones que se lleva a cabo en las reacciones redox para la formacion,

reduccion e isomerizacion de puentes disulfuro. La imagen fue creada con ChimeraX y BioRender.
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La formacién de enlaces disulfuro mediado por las PDI es a menudo propensa a
tener errores, dando lugar a enlaces disulfuro no nativos y, por lo tanto, un
plegamiento incorrecto de las proteinas sustrato. Sin embargo, la PDI es capaz de
catalizar la isomerizacion de estos enlaces en el par correcto de disulfuros

rompiéndolos y reformandolos con diferentes cisteinas (Schwaller et al., 2003).

La cisteina N-terminal del sitio activo es mas proclive a iniciar la reaccion al atacar
un enlace disulfuro no nativo y, en consecuencia, forma un intermedio disulfuro
mixto entre PDI y el sustrato (Wang & Wang, 2023). El tiol del sustrato resultante es
libre de atacar otro enlace disulfuro de la proteina, reorganizandose a su forma

nativa.

Como en cualquier reaccion, la isomerizacion es impulsada por la minimizacién de
energia, donde los enlaces disulfuro nativos son favorecidos energéticamente
debido a que los enlaces no covalentes, como enlaces de hidrégeno o interacciones
idnicas, son termodinamicamente estables. En cambio, cuando una proteina
adquiere una forma no nativa, estas interacciones se dan entre otros residuos de
aminoacidos. Esto también permite que la reaccidon de isomerizacion ocurra mas
rapido que la reaccion de formacién del mismo enlace disulfuro no nativo (Neves
et al., 2017).

La funcion de isomerasa de las PDI se ve favorecida cuando el disulfuro mixto entre
la PDI y la proteina sustrato es estable. Esta estabilidad depende a su vez tanto del
pKa de ambos residuos de cisteina en el motivo como de la afinidad de los sitios de

unioén del sustrato a la PDI (Karala et al., 2010).

Las PDI pueden distinguir entre sustratos proteicos parcialmente plegados,
desdoblados y correctamente plegados. Tienen una alta afinidad hacia las proteinas
mal plegadas en lugar de las proteinas nativas, seguramente porque las proteinas
no nativas exponen superficies hidrofébicas que en parte hace que se agreguen

entre si, pero también que se unan facilmente a bolsillos hidrofébicos de PDI,
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generalmente ubicados en los dominios b y b’. Esta propiedad y su flexibilidad
conformacional hacen a la PDI una chaperona altamente efectiva (Irvine et al.,
2014). En el RE, se une a las proteinas mal plegadas y esta relacionada con la

respuesta de proteinas desplegadas (UPR) (Perri et al., 2015).

La funcidn principal de la UPR es reducir la concentracion de proteinas desplegadas
al disminuir la biosintesis de proteinas. Otra de sus funciones es incrementar la
transcripcion de genes que codifican a PDI y otras chaperonas para aumentar la
capacidad de plegamiento de proteinas en el RE (Puig et al., 1994). Sin embargo,
este mecanismo protector puede llegar a ser peligroso, ya que una activacién
prolongada de UPR puede conducir a la apoptosis de la célula (Kersteen et al.,
2005).

Hay muchas otras funciones en las que PDI participa. Facilita la degradacién de
proteinas mal plegadas a través de la via de degradacién asociada al RE (ERAD),
que ocurre por translocacion de proteinas desde el RE al citosol, donde el sistema
ubiquitina-proteasoma es responsable del proceso de degradacién (Honjo et al.,
2010).

PDI también ayuda en el control de calidad de las proteinas al retener las proteinas
no ensambladas hasta que se forma la estructura nativa correcta. También puede
unirse a otras proteinas para estabilizar su conformacion nativa, como ocurre con la
prolil 4-hidroxilasa del colageno, proteina con 2 subunidades a y dos subunidades
B idénticas a PDI (Irvine et al., 2014).

Dependiendo de su concentracidn inicial, PDI puede mostrar actividad chaperona o
anti-chaperona. En experimentos en los que la concentracidén inicial es alta,
basicamente todos los sustratos proteicos se plegaron correctamente. Por otro lado,
se ha encontrado que cuando la concentracion inicial de PDI es baja puede

promover la formacion de agregados de lisozima, probablemente mediante
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multiples interacciones no covalentes entre ambas proteinas que forman primero

agregados solubles y luego una red insoluble (Sideraki & Gilbert, 2000).

Las PDI también pueden volverse disfuncionales a través de modificaciones
postraduccionales como la S-nitrosilacion sobre los residuos de cisteina que
participan en las reacciones redox. El peroxinitrito oxida los residuos de cisteina en
acidos sulfénicos que reaccionan con tioles formando disulfuros. El estrés oxidativo
causa la inactivacion de las funciones de PDI a través de estas modificaciones
(Peixoto et. al., 2018).

La PDIA1 de tipo silvestre (wild type) muestra una kcat de 0.76 min-' y una constante
de Michaelis (Km) de 6.9 uM en la isomerizacién de ribonucleasa (RNasa)
desnaturalizada. Bajo las mismas condiciones experimentales, una variante de PDI
con el sitio activo C-terminal inactivado con serinas (C379S,C382S) exhibe una
actividad enzimatica casi de tipo silvestre, con una kcat de 0.73 min"' y Km de 29
MM. Por el contrario, un mutante con un sitio activo N-terminal inactivado
(C35S,C38S) muestra una capacidad catalitica reducida, con kcat de 0.24 min-!
pero manteniendo una Km casi de tipo silvestre de 7.1 uM. Estas observaciones
sugieren que el sitio activo C-terminal juega un papel mas significativo en la unién
del sustrato, mientras que el sitio activo N-terminal es mas importante para la

isomerizaciéon de sustratos (Lyles & Gilber, 1994).

Otro hallazgo en linea con lo mencionado anteriormente es que las cisteinas N-
terminales del sitio activo poseen un pKa bajo (alrededor de 4.5) y estan expuestas,
por lo que estos grupos tiol son altamente reactivos. Por el contrario, las cisteinas
C-terminales tienen un pKa alto (alrededor de 9.0) por lo que son poco reactivas
(Nakasako et al., 2010).

El equilibrio tiol-disulfuro entre una proteina de la superfamilia de tiorredoxinas como

PDI y su proteina sustrato depende de la estabilidad relativa de sus formas ditiol y
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disulfuro. Las dos cisteinas de cada sitio activo pueden formar un enlace disulfuro
intramolecular, lo que da como resultado una PDI oxidada, o permanecer como
tioles libres produciendo una PDI reducida. PDI oxidada participa en la formacion
de puentes disulfuro de otras proteinas, mientras que PDI reducida en la reduccién

de puentes disulfuro en los sustratos (Carvalho et al., 2006).

Por lo general, las PDI con potenciales de reduccion estandar menos negativos
funcionan como oxidasas, mientras que las que tienen potenciales mas negativos
actuan como reductasas. Proteinas como PDIA3 son capaces de llevar a cabo
eficientemente reacciones de isomerizacion, oxidacién y reduccion, lo que sugiere

que tiene un potencial de reduccion equilibrado (Robinson et al., 2023).

3.1.2 ESTRUCTURA

Las proteinas se pueden clasificar segun su estructura en cuatro grandes grupos:
aquellas formadas unicamente por hélices alfa, aquellas formadas solamente por
hebras beta, aquellas que poseen algunos dominios conformados exclusivamente
por hebras beta y otros dominios por hélices alfa (proteinas a+b) y proteinas que en
un mismo dominio presentan alfa hélices y hebras beta intercaladas (proteinas a/b).

A este ultimo grupo pertenecen las PDI, representado en la Figura 2.

Los dominios activos de tipo tiorredoxina tienen una composicion general
B1a1B2a2B3pB4a5, donde las beta son hebras beta y las alfa son hélices alfa.
Aunque dependiendo de la proteina podria aparecer o eliminarse alguna estructura
secundaria, en las PDI, los dominios activos suelen tener la forma BaBaBaBpa
(Gross et al., 2013).

Estos dominios de tipo tiorredoxina se caracterizan por poseer un motivo CXXC en
la regidn N-terminal de la a2, que esta directamente involucrado en las reacciones
de oxidorreduccion e isomerizacion de los puentes disulfuro de sus sustratos
(Okumura et al., 2015).
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Ademas del motivo, hay otros residuos que normalmente contribuyen a la actividad
catalitica de la tiorredoxina humana, tales como Asp26, Trp31 y Pro75, los cuales
se encuentran conservados en los dominios cataliticos, pero no en los no en los

dominios

Proteinas
alfa y beta
(a/b)

Pliegue de
tiorredoxin
as

Uperfami
a de
proteinas

tipo
tiorredoxin

Familia de
proteinas
tipo
disulfuro
isomerasas

Figura 2. Clasificacion estructural de las proteinas disulfuro isomerasas obtenida en SCOP (Structural
Classification of Proteins).

La base de datos SCOP describe que el plegamiento de las tiorredoxinas posee un
andamiaje con un nucleo de 3 capas a/b/a, es decir, que hay hebras beta en medio
de dos capas de hélices alfa. Ademas, menciona la capa intermedia consta de 4

hebras beta con orden 2134, y que la hebra 3 es antiparalela al resto.

En esta unidad de plegamiento se encuentra la superfamilia de las proteinas tipo
tiorredoxina que incluye por supuesto la familia de las PDI, pero también otras
proteinas como las de tipo glutation peroxidasa, calsecuestrinas y las proteinas

formadoras de puentes disulfuro (Dsb) (Andreeva et al., 2020).
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Las proteinas Dsb son homodlogas a las PDI, pero en los organismos procariotas,
donde la DsbA se encarga de formar puentes disulfuro, Dsb reoxida a DsbA y el
sistema DsbC/DsbG y DsbD se encarga de la isomerizacion de los puentes
disulfuro, es decir, estas clasicas Dsb no tienen la capacidad de llevar a cabo ambas
funciones, oxidorreduccion e isomerizacion, como si lo hacen las PDI (Vertommen
et al., 2008).

De manera general, las PDI poseen cuatro dominios organizados en “forma de U”,
los cuales se denominan a, b, b’y @’. Los dominios a y a’ son los dominios de tipo
tiorredoxina activos que contienen los motivos CXXC, sitios activos que le confieren
la funcion de oxidorreductasa. En las PDI humanas, este motivo suele ser CGHC,
aunque claro que hay sus excepciones. Estos motivos del sitio activo pueden estar
en forma de sulfhidrilo libre o formar un par de enlaces disulfuro entre si y son
donantes o receptores de disulfuro para los sustratos durante el proceso de
oxidacion, reduccién o isomerizacion de sustratos, procesos determinados por el

valor del pKa de las cisteinas y su equilibrio redox (Fu et al., 2021).

Por otra parte, los dominios b y b’ son dominios hidrofébicos que estan involucrados
en la unidbn a los sustratos y posiblemente en la actividad de chaperona
(independiente del plegamiento oxidativo) de las PDI. Este seria el caso de
miembros como la PDIA1, cuyo dominio b’ posee un bolsillo hidrofébico
perfectamente identificado que incluye residuos como Phe240, Phe249, Phe258,
Phe304, Leu242, Leu244 e lle272 (Okumura et al., 2015).

Hay muchas PDI que presentan un “conector x” que une el dominio b’ con el a’ y
esta conformado de alrededor de 19 aminoacidos. Ademas, tienen un motivo de
tipo KDEL en el extremo C-terminal que previene su secrecion del reticulo

endoplasmico (Wang et al., 2010).

A continuacion, en la Figura 3 se presenta la estructura general de las PDI, de la

forma abb’xa’ y con dos motivos CXXC.
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Figura 3. Estructura de la PDI de S. cerevisiae (PDB 2B5E). Se observa el péptido sefial (amarillo), el dominio
a (verde), el dominio b (naranja), el dominio b’ (morado), el conector x (rosa), el dominio a’ (azul), los motivos
CXXC (rojo) y la region C-terminal (gris). Se utilizo el programa ChimeraX para elaborar |la imagen.

La unién de un inhibidor como el bisfenol-A al bolsillo hidrofébico de las PDI induce
un reordenamiento a una estructura mas compacta de la PDI, ocultando el bolsillo

e impidiendo que la PDI se una a otros sustratos (Okumura et al., 2014).

Sin embargo, El dominio b’ de otro miembro de la familia de las PDI, ERp57, no
tiene un bolsillo hidrofébico, sino residuos cargados positivamente Lys214, Lys274
y Arg282 que participan en interacciones electrostaticas con las chaperonas
calnexina (CNX) y calreticulina (CRT). ERp57 contiene mas residuos polares en
comparacién a PDIA1, es menos capaz de introducir enlaces disulfuro y no puede
controlar las conformaciones dependientes de reacciones redox y el reclutamiento
de sustratos a lo largo de la ruta de plegamiento de proteinas porque carece del
residuo de aminoacido correspondiente a Arg300 de PDI humana (Kanemura et al.,
2020).
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A pesar de las caracteristicas generales, la familia de las PDI es muy diversa en
estructura y funcion. Poseen mayor o menor similitud con el dominio de tiorredoxina,
varian en longitud, en el numero los dominios que poseen y su acomodo, e incluso
algunos ejemplares poseen dominios distintos a los de tiorredoxina. A pesar de que
el motivo CGHC es el mas conservado en las PDI, hay algunos miembros que

presentan motivos distintos en alguno de sus dominios.

Estas variaciones hacen que también su funcion sea distinta en cada uno de los
miembros de la familia, cada una reconociendo con diferente afinidad a cierto tipo
de sustratos, mostrando mayor o menor eficiencia para desempenar una funcién en
concreto, ligeras diferencias en estabilidad, etcétera. En la Figura 4 se presentan
los 19 miembros de la familia de las PDIA en humano, donde se indica el arreglo de

sus dominios, los motivos que poseen y su longitud.

ii:rggl: cgﬁ‘lmt'l:r;e Organizacion de los dominios Lo?;;;;ud
la proteina
PDIAT P4HE cGHC | | | [ceHe | 508
PDIA2 PDIA2 ceHe | [ | [ceHe | 525
PDIA2 ERp57 ceHe | [ | [ceHe | 505
PDIA4 ERpT0 [ceHc | [ ceHe | [ | [ceHe | 645
PDIAS PDIAS ([ ) ([cenc | [cenc | [eoHC |[ KEEL | 519
PDIAG P5 [ceHc | [ ceHe | [ | 440
PDIAT PDILT skas | [ | [ skka | 584
PDIAS ERp27 | | 273
PDIA9 ERp29 | | [ ] [ KEEL | 262
PDIAT0 ERpd4 cRFs | [ | 406
PDIATY TMX CPAC 280
PDIA12 TMX2 SNDC KVEL 296
PDIA13 TMX3 CGHC | | | 454
PDIA14 TMX4 cPsC 349
PDIATS EndoPDI (ceHc | [ceHc | [ceHC | [ KDEL | 432
PDIA16 ERp19 CGHC 172
PDIA17 AG2 CPHC 175
PDIA1S AGR2 cavs 186
PDIA19 DNAJC10 ((onas ) [esHe | | | (cpec | [ chpc | [[cerc | [ KebL | 793

Figura 4. Organizacion de los dominios de los miembros de la familia PDIA del humano. Cada recuadro
representa un dominio a excepcion del rosa, el cual es el extremo C-terminal. Las letras en los recuadros indican
ya sea la secuencia del motivo CXXC, el motivo del extremo C-terminal (similar a KDEL), o bien un dominio J
(DNAJ) diferente al dominio de tipo tiorredoxina. Los colores de los dominios indican que existe mayor similitud

estructural entre si. La imagen esta inspirada en la publicada por Ye et.al., 2023.
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La funcién de las PDI estda mediada por su estado redox, es decir, si los sulfuros de
las cisteinas del motivo CXXC forman un puente disulfuro se comportan como
oxidasas, pues tienen la capacidad de transferir el puente disulfuro a las proteinas
sustrato; por otro lado, si los sulfuros estan reducidos en forma de sulfhidrilos, seran

capaces de reducir o isomerizar a las proteinas sustrato.

Como muchas PDI tienen al menos 2 motivos CXXC, segun las condiciones del
medio puede que ambos sitios estén reducidos, que un sitio este reducido y el otro
oxidado, o bien, que presenten ambos sitios activos oxidados (Appenzeller-Herzog
& Ellgaard, 2008a).

La oxidorreductasa 1 del RE (Ero1) se encarga de la oxidacion de PDI donde el
oxigeno es el ultimo aceptor de electrones (Shergalis et al., 2020). Por lo tanto, Ero1

posee un rol importante en la regulacion de la funcion de la PDI.

En un modelo de acoplamiento realizado recientemente entre la PDIA1 y Ero1 se
observo que hay una menor distancia cuando el dominio a’ de PDI interactua con el
sitio activo de Ero1 en comparacion a cuando el dominio “a” de PDI interactia con
el sitio activo de Ero1. Esto sugiere que el motivo CXXC del dominio a’ se oxida mas
facil y que tiene un mejor desempefio en la formacion de puentes disulfuro, mientras

que el dominio “a” se encargaria principalmente de la isomerizacion (Wang & Wang,
2023). Esto no quiere decir que cada uno de los sitios se especialice en una funcion

concreta.

En la region x de las PDI se encuentra una serina altamente conservada en la
posicion 357 (posicion correspondiente a la PDIA1). Es importante mencionar que
en condiciones de estrés del RE se induce la fosforilacion de este residuo de
aminoacido por la cinasa Fam20C, |la PDI adopta una conformacién mas abierta y
cambia su clasica forma de “U” a una forma de “L”, exponiendo mucho mas la

superficie hidrofobica de los dominios bb’ y evitando el plegamiento incorrecto en el
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RE. La fosforilacion de esta serina funciona como un switch de la funcidn
oxidorreductasa a la de chaperona, manteniendo la proteostasis y protegiendo
contra el estrés del ER. La disminucién de los niveles de PDI fosforilada podrian
deberse a una fosfatasa no identificada aun, por degradacién asociada al RE o
autofagia. (Yu et al., 2020).

Se ha demostrado que la actividad de las PDI esta regulada por el estado redox,
pues cuando esta reducido el dominio a’ adopta una conformacién mas compacta
con el dominio b’, mientras que la oxidacion del dominio a’ provoca que adopte una
conformacién mas abierta, exponiendo la regién hidrofébica y facilitando la actividad

de chaperona (Wang et al., 2012).

La PDI puede formar homodimeros creando una cavidad hidrofébica central con
multiples sitios redox-activos para un plegamiento oxidativo eficiente de proteinas
desplegadas. Esta dimerizacién inducida por el sustrato desplegado sélo se observa

con la PDI oxidada (Kanemura et al., 2020).

Las argininas 120 y 461 de la PDIA1 humana disminuyen el pKa de las cisteina C-
terminal del sitio activo y, por tanto, modulan su reactividad (Karala et al., 2010),
pues la disociacion del tiol en la cisteina genera una especie altamente reactiva, el
tiolato. La formacién de este anidn favorece las reacciones de oxidacion y reduccion
de puentes disulfuro mientras que el tiol mejora la actividad de isomerasa de las PDI
por dar lugar a disulfuros mixtos (especie intermediaria que consta de un puente

disulfuro entre la PDI y el sustrato) mas estables.
Otro aminoacido conservado es el triptéfano que se encuentra inmediatamente
antes del motivo CXXC capaz de estabilizar a diversos sustratos mediante

interacciones hidrofébicas (Tian et al., 2006).

Se habia propuesto que las cisteinas C-terminales del motivo CXXC jugaban un

papel importante en la isomerizacion de sustratos, pues si el sustrato no fuera capaz
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de formar el puente disulfuro adecuado, la cisteina podria liberar a la PDI del
disulfuro mixto formado con el sustrato. Sin embargo, un estudio donde se cambi6
el motivo CXXC por CXXA encontr6 que la actividad de isomerasa se mantuvo en

comparacion a la PDI silvestre (Kersteen et al., 2005).

Esto ultimo contrasta con estudios anteriores que plantearon que cuando la segunda
cisteina en el sitio activo de PDI se cambia por serina, la actividad de la isomerasa
disminuye 7-8 veces, proponiendo que hay ciclos rapidos de oxidacion y reduccion
de la PDI (Schwaller et al., 2003).

3.1.3 ENSAYOS PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE PDI

Existen varias formas de medir la actividad de la PDI para cada una de sus

funciones, como oxidasa, reductasa, isomerasa y chaperona.

Estos ensayos se realizan para varios propoésitos como identificar especies
intermediarias y de esa manera comprender mejor el mecanismo de reaccién, para
estos ensayos se requiere el analisis y deteccién de estos intermediarios mediante
espectroscopia de masas; también se realizan para cribar sustratos o inhibidores
de la PDI y un tercer objetivo principal es comprender la funciéon de la PDI en un
contexto fisiolégico mediante la comparacién de sus actividades en muestras

bioldgicas bajo diferentes condiciones experimentales (Watanabe et al., 2014).

Ademas, cuando se identifica una proteina que pertenece a la familia de las PDI, se
suelen realizar uno o varios ensayos para describir su funcion y algunas veces se
compara su eficiencia catalitica con la de proteinas bien caracterizadas como la

PDIA1 de higado bovino. El parametro cinético mas empleado es la Km.

Sin embargo, a diferencia de los ensayos utilizando la enzima purificada, los

ensayos de PDI en muestras bioldgicas constituyen un reto considerable, pues la
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interpretacion sigue siendo dificil debido a la presencia o ausencia de otros
reductores en el ensayo y a que en los ensayos in vitro es muy complicado imitar

exactamente las mismas condiciones fisioldgicas en las que funciona la PDI in vivo.

Otra cuestion importante es que, aunque las actividades de chaperona e isomerasa
in vitro de la PDI pueden medirse por separado, el plegamiento de otras proteinas
que facilita la PDI in vivo no discriminara entre ambas actividades y, por el contrario,
parece requerir que las actividades isomerasa y chaperona actuen conjuntamente.
Se propone que la actividad de chaperona se encarga del acercamiento y union al
sustrato, empezando el plegamiento, el cual se refuerza posteriormente con la

formacion e isomerizacion de puentes disulfuro (Laurindo et al., 2012).

Los ensayos para medir la actividad isomerasa de las PDI se basan en la
recuperacion de la funcion de un sustrato proteico inactivo que contiene enlaces
disulfuro no nativos. La enzima mas utilizada como sustrato es la RNasa, enzima
con 4 puentes disulfuro. Para las pruebas, la RNasa se reduce en condiciones
desnaturalizantes y luego se deja oxidar al aire a temperatura ambiente para que
adquiera enlaces disulfuro aleatorios (RNasa revuelta o scrambled RNase en
inglés). Después de incubarla con PDI, la recuperacion de su actividad se mide por
la hidrdlisis de un sustrato de la RNasa, como el monofosfato ciclico de citidina
(cCMP), que proporciona altos incrementos medibles de absorbancia a una longitud
de onda de 296 nm. El buffer de ensayo generalmente contiene el par redox
GSH/GSSG para imitar las condiciones fisioldgicas, regenerando la actividad de
PDI, pero menos eficientemente a como lo haria Ero1 in vivo. Una desventaja de
este método es la falta de reproducibilidad de los resultados debido a la
heterogeneidad del sustrato entre preparaciones, pues los enlaces disulfuro fueron

formados de forma aleatoria (Watanabe et al., 2014).
Para medir la actividad de oxidasa de la PDI se pueden usar proteinas

completamente reducidas, generalmente con ditiotreitol (DTT), un agente que

reduce de forma significativa los puentes disulfuro. La misma RNAsa que ya se
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menciono y el inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (que contiene 3 puentes
disulfuro) son los sustratos mas utilizados en estos ensayos. Otro sustrato utilizado
con frecuencia incluye a la lisozima (con 4 disulfuros). La aplicacion de los ensayos
de plegamiento oxidativo a muestras biolégicas presenta las mismas dificultades
que las de la actividad isomerasa comentadas anteriormente (Watanabe et al.,
2014).

Por otro lado, en los ensayos de actividad de reductasa se utilizan sustratos
oxidados. El sustrato mas popular, debido a su metodologia sencilla y bajo coste,
es la insulina. La reduccidn de la insulina promueve la agregacion de su cadena B
y produce un aumento de la turbidez de la muestra. Otro compuesto utilizado para
el ensayo de reduccion de la PDI es el glutation oxidado unido covalentemente a la
eosina (Di-E-GSSG), el cual no es fluorescente, pero tras su reduccién, la sonda

muestra fluorescencia (Watanabe et al., 2014).

Finalmente, la medicion de la actividad de chaperona de la PDI se basa en el
plegamiento de sustratos completamente desnaturalizados que no poseen enlaces
disulfuro. La D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la lactato deshidrogenasa,
la citrato sintasa o la alcohol deshidrogenasa desnaturalizadas se pueden utilizar
como sustratos los cuales se incuban con un exceso de PDI y se miden los cambios
en la agregacion por dispersion de luz o turbidez. Ya que los cambios en la
agregacion pueden no correlacionarse con una ganancia de funcion catalitica del
sustrato, muchos autores también miden la reactivacion del sustrato (Watanabe
et al., 2014).

3.1.4. EVOLUCION

Las proteinas actuales son el resultado de cambios evolutivos graduales respecto
a sus formas originales o atavicas. Estos cambios quedan registrados en las
proteinas que se encuentran en las distintas especies vivas. Se ha descubierto que

la estructura y funciones generales de las proteinas se mantienen mas constantes
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a lo largo del tiempo que la secuencia exacta de su estructura primaria. Es
importante destacar, que estas proteinas atavicas parecen ser mas resistentes,

capaces de soportar mejor el calor y la desnaturalizacién (Cadet et al., 2022).

Una gran pregunta para entender como han evolucionado las proteinas es como es
que los pequefios cambios en la secuencia de aminoacidos pueden modificar la
funcidn de una proteina sin cambiar su andamiaje global. Otros estudios revelan
que cada estructura secundaria de una proteina esta interconectada, y que estas
conexiones (asas y giros) difieren de una proteina a otra. Esta red de conexiones
afiade una capa de variedad y flexibilidad a estructuras y funciones de las proteinas

que son esenciales para la vida (Paxman & Heras, 2017).

En los seres humanos se han encontrado 21 genes que codifican para PDI, en otros
organismos como en Arabidopsis thaliana se expresan 14 y en procariotas se
encuentran alrededor de 5 genes que codifican para proteinas Dsb, proteinas
ortdlogas de las PDI, este numero varia entre organismos. No esta claro por qué ha
evolucionado una gran cantidad de PDI en eucariotas superiores; algunos autores
sugieren que las diferentes PDI presentan distintas especificidades de sustrato, lo
que es razonable, ya que el proteoma disulfuro es mucho mas grande y complicado
en los seres humanos que en otros organismos como levaduras o plantas (Hatahet
& Ruddock, 2009). Otra propuesta es que las PDI presentan una division del trabajo
durante el plegamiento oxidativo de las proteinas, con un grupo de PDI mas eficiente
en la oxidacién y otro grupo funcionando principalmente como isomerasa para

corregir enlaces disulfuro no nativos (Wang & Wang, 2023).

Todas las PDI contienen al menos un dominio tipo tiorredoxina, de composicion
B1a1B2a2B3B4a5, ya sea cataliticamente activo o inactivo (con o sin motivo CXXC).
Aunque la funcién enzimatica de estos dominios no esta conservada, se propone

que los miembros de la familia PDI evolucionaron mediante duplicaciones de
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dominios a partir de una PDI procariota ancestral que contenia un unico dominio de
tiorredoxina (Darby et al., 1998).

Se ha encontrado que, en las tiorredoxinas, la hélice a3 es mas flexible y la a4 mas
rigida en las formas modernas que en las antiguas que datan de 4 mil millones de
afos atras. Se sugiere que estos cambios fueron seleccionados porque permitieron

que la proteina pudiera funcionar en temperaturas mas bajas (Modi et al., 2018).

Las proteinas solian plegarse sin la presencia de chaperonas, pero con el tiempo,
las células desarrollaron el plegamiento asistido por chaperonas. Esto significa que
la rapidez con la que se pliega una determinada proteina no es algo que se haya
conservado estrictamente a través de la evolucion. En concreto, para las
tiorredoxinas, una prolina cercana a la posicion 76, ralentiza el proceso de
plegamiento (Gamiz-Arco et al., 2019), pero estd altamente conservada por ser
crucial para que el sitio activo de la proteina funcione correctamente, pues estabiliza
la estructura mediante interacciones de Van der Waals entre el asa que contiene la

prolina y el motivo CXXC (Charbonnier et al., 1999).

3.2 PDI EN PROCESOS FISIOLOGICOS

3.2.1 HOMEOSTASIS DE PROTEINAS

La homeostasis de proteinas, proteostasis, se refiere a los procesos celulares que
mantienen el equilibrio proteico dentro de las células. Esto implica la sintesis, el
plegamiento, el trafico y la degradacion de proteinas para garantizar el

funcionamiento celular adecuado (Li et al., 2018).
Aproximadamente un tercio de las proteinas pasan por la via secretora antes de

llegar a su localizacion subcelular correspondiente, siendo el RE el primer

compartimento de esta via, el cual se encarga del plegamiento y maduracion de las
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proteinas sustrato mediante chaperonas y foldasas como las PDI (Rahman et al.,
2022).

Las chaperonas son un componente clave de la proteostasis, debido a que ayudan
al plegamiento correcto de otras proteinas proporcionando un equilibrio entre las
proteinas correctamente plegadas, parcialmente plegadas, desplegadas y mal
plegadas, y ademas de evitar su agregacion. Un ejemplo bien conocido de
chaperonas son las proteinas de choque térmico (HSP por sus siglas en inglés), las
cuales tienen interacciones no covalentes con una gran variedad de proteinas para

asistir en su plegamiento eficiente (Chen et al., 2023).

Después de pasar por el RE, las proteinas que fueron plegadas correctamente son
transportadas hacia el complejo de Golgi donde sufren modificaciones como la
glicosilacion y la lipidacion. Por otro lado, las proteinas mal plegadas son
reconocidas y degradadas por el sistema ubiquitina-proteasoma de degradacién
asociado al RE (ERAD).

La degradacion de proteinas mal plegadas es otro proceso fundamental en la
proteostasis, la cual es llevada a cabo mediante el sistema ubiquitina-proteasoma y

la via de autofagia por lisosomas.

Es posible que enfermedades metabdlicas, cancer y enfermedades
neurodegenerativas se deban al estrés celular producido por la acumulacion y
agregacion de proteinas desplegadas o mal plegadas (Ye et al., 2023). Es por ello
que los mecanismos que mantienen el equilibrio entre proteinas correctamente
plegadas y mal plegadas en el reticulo endoplasmico son de gran importancia, pues
optimizar las vias de control de calidad que mantienen la homeostasis de proteinas
podria disminuir la agregacion de proteinas, el estrés celular y el desarrollo de

enfermedades.
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3.2.2 PLEGAMIENTO OXIDATIVO DE PROTEINAS

Las proteinas son capaces de desempefar su funcion debido a su estructura, tanto
por los aminoacidos que las componen como por la disposicion en el espacio que
adquieren; es por ello por lo que alteraciones en su estructura muy probablemente
resulten en cambios de su funcion. Por lo tanto, el plegamiento adecuado de las

proteinas se vuelve crucial para el funcionamiento de la célula.

Las proteinas se pliegan en una diversidad de estructuras tridimensionales con
diversas topologias y jerarquias estructurales bien definidas. La estructura primaria
de una proteina consiste en la secuencia de aminoacidos que forman la cadena
peptidica, la cual se auto ensambla en elementos estructurales secundarios como
la hélice a, las laminas B y giros, cuya disposicion en el espacio determina la
estructura terciaria de la proteina. Algunas proteinas forman multimeros y, por lo

tanto, adquieren una estructura cuaternaria.

La conservacion de la estructura tridimensional de una proteina se debe a la
contribucion aditiva de diferentes interacciones fisicas que en conjunto mantienen
unida la proteina. Estas interacciones pueden ser hidrofébicas, que incluyen las
interacciones de Van der Waals, e interacciones electrostaticas que comprenden
puentes salinos y enlaces de hidrogeno. A pesar de sus bajas energias
individuales, en conjunto, estas interacciones no covalentes aseguran el
mantenimiento del plegamiento y la estabilidad de las proteinas (Gomes & Faisca,
2019).

Sin embargo, el plegamiento oxidativo si se debe a enlaces covalentes, los puentes
disulfuro presentes en muchas proteinas, los cuales requieren ser formados en la
configuracion correcta para que la proteina en su totalidad adquiera su forma nativa.
Este proceso es llevado a cabo en el RE y aunque puede ser mediado por el
glutation oxidado, sin duda las PDI son las protagonistas de este proceso (Wallis &
Freedman, 2013).
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La perturbacion de la homeostasis redox del RE debida a la acumulacién de
proteinas mal plegadas puede conducir al estrés del RE y a diversas enfermedades
(Wang & Wang, 2023). De ahi la importancia de comprender el mecanismo a través
del cual las células garantizan la eficiencia y la fidelidad del plegamiento oxidativo

de proteinas y el mantenimiento de la redoxtasis en el RE.

Ero1 reduce el oxigeno molecular y forma puentes disulfuro en uno o varios sitios
activos de la PDI, de esta manera, la PDI es capaz de formar enlaces disulfuro en
otras proteinas, produciendo su plegamiento correcto, funcién y regulacién
adecuadas. Estaregeneracion de puentes disulfuro de PDI mediada por Ero1 libera
peroxido de hidrogeno, de tal manera que una sobre-regulacion en esta via
conduciria a un incremento de especies reactivas de oxigeno, que contribuyen al
estrés del ER asociado con patogénesis (Shergalis et al., 2020). Por ello, es muy
importante comprender el mecanismo a través del cual las células garantizan la
eficiencia y la fidelidad del plegamiento oxidativo de proteinas, asi como el

mantenimiento de la actividad adecuada de la PDI y ERo1 y la redoxtasis en el RE.

Evidentemente, la reduccién es igualmente importante para el mantenimiento de la
redoxtasis. Se requiere que el glutation reducido reduzca a la PDI para que asi la

enzima pueda eliminar o isomerizar puentes disulfuro presentes en los sustratos.

En la Figura 5 se presentan las reacciones de oxidacion y reduccion de PDI por
parte de la Ero1 y el glutation. Es necesario recordar que la PDI con puentes
disulfuro son capaces de “transferirlos” a las proteinas sustratos, por lo que es otra

forma de regenerar a las PDI sin puentes disulfuro.

0, >( ERo1 ox
H,0, £&=® ERo1 red €=

Figura 5. Formacion y reduccion de los puentes disulfuro en las PDI. La abreviatura ox indica que la

proteina posee un puente disulfuro mientras que red indica que posee sulfhidrilos libres. La figura fue creada

con Biorender.
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3.2.3 RESPUESTA A PROTEINAS MAL PLEGADAS

La respuesta a proteinas mal plegadas (UPR por sus siglas en inglés) forma parte
de una red de transduccion de sefiales que se activa generalmente por el estrés en
el ER y que involucra la transcripcion de genes, la traduccion ARNm, la expresion
de proteinas que asisten en el plegamiento y el aumento de la degradacién de

proteinas mal plegadas, con el objetivo de restablecer la proteostasis.

La UPR adaptativa activa tres mecanismos principales. En el primero de ellos,
participa PERK, una cinasa que atenua la sintesis de proteinas reduciendo la
traducciéon de ARNm, exceptuando algunos que codifican a proteinas involucradas
en el metabolismo de aminoacidos, respuesta antioxidante, autofagia y plegamiento

de proteinas, por ejemplo, de ATF4 (Hetz et al., 2020).

La segunda via involucra a la cinasa IRE1a, que activa el decaimiento regulado
dependiente de IRE1, escindiendo ARNm y microARN para reducir la carga de
plegamiento de proteinas. También favorece la proteostasis y respuestas

inflamatorias (Hetz et al., 2020).

El tercer mecanismo involucra a la proteina ATF6 que regula la transcripcion de
genes que codifican chaperonas y enzimas que promueven la translocacién, el
plegamiento, la maduracion y la secrecion de proteinas. Ademas, se activa el
proteasoma basado en la degradacion de proteinas asociada al reticulo

endoplasmico y se aumenta la capacidad secretora de la célula (Hetz et al., 2020).

Las PDI son chaperonas sobre expresadas en la UPR, teniendo un rol importante
en este mecanismo estabilizador de la proteostasis, con el propdsito de aliviar el
estrés en el RE. Un ejemplo es la PDIA5 que reorganiza los enlaces disulfuro de
ATF6 incluso bajo condiciones de estrés, permitiendo la transcripcion de los genes

diana de esta via (Higa et al., 2014).
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Otro hallazgo importante es que la PDIA1 oxidada es capaz de activar a PERK
desencadenando la supervivencia o bien, apoptosis celular (aun no esta bien
comprendido de qué depende un resultado u otro). Ademas, es PDIA3 quien
mantiene a PDIA1 reducida, por lo que una inactivacion de PDIA3 resulta en la
activacion de PERK (Kranz et al., 2017).

Sin embargo, se le han atribuido roles que podrian ir en contra de su papel
protector (Perri et al., 2015). Por ejemplo, se ha encontrado que la interaccion entre
PDIA5 y ATF6 contribuye a la quimio resistencia en células cancerigenas (Higa
et al., 2014), que interactua con NADPH oxidasa incrementando los niveles de ROS
en la célula (de A Paes et al., 2011) y cuando sufre S-nitrosilacion promueve la
agregacion de proteinas y la muerte de la célula (Uehara et al., 2006). De cualquier
modo, falta comprender cdmo es que la UPR vy la actividad de las PDI no parecen

ser suficientes en algunos casos, como en las enfermedades conformacionales.

Diversos estudios han encontrado que una UPR anormal conduce a procesos
patolégicos como neurodegeneracion, inflamacidn crénica, fibrosis, autoinmunidad,
defectos en la digestién, funcidon endocrina y otras condiciones fisiolégicas (Hetz
et al., 2020).

3.2.4 DEGRADACION DE PROTEINAS ASOCIADA AL RE

Hay ocasiones en las que las proteinas no se pueden plegar en su forma nativa por
diversas razones por lo que para mantener la proteostasis, las proteinas
desplegadas o mal plegadas generadas en el RE deben ser exportadas al citosol y
degradadas por el proteasoma a través de la via de degradacion asociada al RE
(ERAD).

La ERAD esta mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma, proceso que consiste
en la union de varias moléculas de ubiquitina a las proteinas que deben degradarse,

formando una cola. La reaccion de ubiquitinacion esta mediada por un complejo de
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enzimas (E1, E2y E3). Posteriormente, la proteina ubiquitinada pasa al proteasoma
en donde es degradada (Gurina & Mohiuddin, 2024).

El desdoblamiento reductor de las proteinas mal plegadas facilita su translocacion
y su posterior degradacién por el sistema ubiquitina-proteasoma en el citosol. Un
miembro de las PDI, ERdj5 (también conocido como DNAJC10 y J-PDI), reduce los
enlaces disulfuro aberrantes, lo que potencia la degradacion en el RE. La estructura
de ERdj5 de Mus musculus tiene un dominio J y dos grupos de dominios tipo
tiorredoxina con motivos CXXC y potenciales de reduccién muy negativos que
promueven la reduccién de proteinas mal plegadas, facilitando la ERAD (Kanemura
et al., 2020).

La proteina similar a a-manosidasa que mejora la degradacién de ER 1, es capaz
de capturar glicoproteinas mal plegadas y luego unirse a ERdj5, acelerando la
reduccion de enlaces disulfuro no nativos para luego ser degradadas por el

proteasoma (Pierre et al., 2024).

3.3 PDI EN PROCESOS PATOLOGICOS

Cuando la proteostasis es incapaz de controlar el estrés celular, mutaciones o
incluso la edad, se forman agregados de proteinas, los cuales son toxicos para la
célula y estan asociados a las enfermedades conformacionales (Hoppe & Cohen,

2020), como diabetes tipo Il, obesidad, Alzheimer, Parkinson, entre muchas otras.

Adicionalmente, miembros de PDI estan involucrados en otro tipo de enfermedades,
como es el caso de TXNDCS5, que es capaz de aumentar la secrecion de citoquinas
y favorecer el desarrollo de artritis reumatoide cuando esta sobre expresada, pues
exacerba el fenotipo inflamatorio de los fibroblastos (Wang et al., 2018). Esta
proteina también promueve mecanismos oncogénicos y esta asociada a
enfermedades como diabetes tipo I, higado graso, esquizofrenia y otras (Jiao et al.,
2024).
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Dado que las PDI desempeiian un rol indispensable en la proteostasis, redoxtasis y
supervivencia de la célula, la sobrerregulacion de su actividad esta asociada a
muchos tipos de cancer. A continuacion, se da una vision general de lo importante
que son las PDI en muchas enfermedades y se mencionan algunos ejemplos de
como potenciar o inhibir su actividad ha resultado beneficioso en pacientes o

modelos animales.

3.3.1 ENFERMEDADES METABOLICAS

Se sabe que hay un proceso rapido de agregacién-oligomerizacién-fibrilizacion de
agregados de proteinas formados en enfermedades conformacionales, y se ha
logrado extraer dodecameros, hexameros, trimeros y heteromeros del suero de
pacientes pediatricos con obesidad y diabetes mellitus tipo Il (Altamirano-
Bustamante et al., 2019).

La eliminacion especifica de PDI en células B del pancreas promueve la formacion
de complejos de proinsulina de alto peso molecular y agrava la intolerancia a la
glucosa. PDIp, un homélogo especifico en el pancreas, previene la formacion de
agregados de disulfuros en varios zimégenos de enzimas digestivas y mejora su
plegamiento y maduraciéon. ERdj5, una PDI con dominio J, reduce los enlaces
disulfuro no nativos del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) para

asegurar su correcto plegamiento y ensamblaje (Wang & Wang, 2023).

3.3.2 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Cada vez hay mas evidencia de que la PDIA1 en los vasos sanguineos esta
involucrada en el inicio y progresiéon de padecimientos como trombosis, inflamacion
vascular, infarto al miocardio, accidente cerebrovascular y aterosclerosis, por lo que
inhibidores de la actividad de esta PDI se han vuelto realmente importantes en el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Xiong et al., 2020).

Recientemente, se ha encontrado que ratas con hipertension poseen niveles

elevados de PDI en arterias de resistencia mesentéricas y se ha demostrado que
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contribuyen a la disfuncion vascular y al desarrollo de la enfermedad (Camargo
et al., 2024).

Se ha identificado que la activacion de ATF6, una proteina involucrada en la UPR y
en el reconocimiento de estrés celular, mejora su activacién cuando se une a las
PDIA1, PDIA5 y ERp18 (una proteina con dominio de tiorredoxina). Sin embargo,
cuando hay un estrés prolongado en el reticulo endoplasmico, la PDIAG disminuye
la activacion de IREa1 y PERK, cinasas involucradas en la UPR adaptativa (Hetz
et al., 2020).

3.3.3 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Hasta ahora se sabe que las enfermedades neurodegenerativas tienen un punto en
comun: la agregacion de proteinas mal plegadas. De manera simple, se propone
que el proceso neurodegenerativo se inicia cuando el plegamiento de las proteinas
se ve afectado por mutaciones o factores ambientales, provocando que se
agreguen. Estos agregados provocan un estrés del ER excesivo, e incluso cronico,
que supera a las vias de estabilizacion como la UPR, por lo que desemboca en la

pérdida de células neuronales.

La enfermedad de Alzheimer es inducida por la agregacion del péptido f-amiloide,
la proteina Tau y otras proteinas. La agregacion de estos oligobmeros amiloides
parecen iniciar procesos que resultan en disfuncion sinaptica, neurodegeneracion y
demencia. Se han encontrado niveles elevados de PDIA1 en muestras cerebrales
de pacientes con Alzheimer y en modelos animales con esta enfermedad
(Ostapchenko et al., 2015), y se ha encontrado que la activacion de PDIA3 con
diosgenina reduce las placas amiloides en ratones (Perri et al., 2015). Esto sugiere
gue es necesaria la sobre expresion de varias PDI para mantener la proteostasis en
enfermedades conformacionales y que cuando se potencia su activacion es cuando
son capaces de reducir los agregados de oligdmeros amiloides.

La relacion entre los agregados de a-sinucleina y la enfermedad de Parkinson es
bien conocida, lo cual resulta en la degeneracion de neuronas dopaminérgicas

provocando que los pacientes sufran de temblores, rigidez y marcha anormal. Se
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han encontrado niveles elevados de PDIp en muestras post-mortem del cerebro

humano afectado por esta enfermedad (Conn et al., 2004).

Enfermedades como Alzheimer y Parkinson se suelen asociar a disfunciones del
reticulo endoplasmatico. Aunque los agregados proteicos suelen acumularse en el
citosol, estudios indican que estos interactuan anormalmente con componentes de
la via secretora del RE, afectando procesos como la ERAD, la senalizacion de ATF6

y el trafico vesicular (Hetz et al., 2020).

La enfermedad de Huntington se caracteriza por movimientos espasmaddicos,
cambios de personalidad y demencia. Existen mutaciones en el gen de la
huntingtina que resultan en cadenas largas de poliglutamina y en la agregacién en
cuerpos de inclusion. En el hipocampo de ratones con esta enfermedad se encontrd

una sobreexpresion de PDIA1 (Safren et al., 2014).

3.3.4 CANCER

Hay cada vez mas evidencias para asociar al cancer con un desequilibrio de la
proteostasis, ya que es una condicién en donde la sobreexpresion de oncogenes
resulta en una sintesis y secrecion de proteinas elevadas. Es por ello por lo que las
células cancerigenas requieren de una UPR muy eficiente para su supervivencia, y
todas las vias de la UPR favorecen el crecimiento tumoral, angiogénesis y evasion

inmunolodgica (Hetz et al., 2020).

Se han identificado varios miembros de la familia de las PDI que se sobre expresan
en distintos tipos de cancer, incluyendo gliomas, cancer de colon, mama, pulmén y
rifndn. Por mencionar un ejemplo, PDIA1 puede interactuar con los receptores de
hormonas tiroideas de la superficie celular a través de su actividad de
reductasal/isomerasa, lo que sugiere su posible papel en los canceres de tiroides
(Campos et al., 2018).
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Las células cancerosas necesitan altos niveles de proteinas PDI para superar el
importante estrés del RE y la elevada demanda de plegamiento de proteinas para
mantener el rapido ritmo de proliferacién celular. Esto puede hacer que las células
cancerosas sean mas vulnerables a la inhibicion de las PDI que las células normales
(Ye et al., 2023).

Bajo este razonamiento, se han desarrollado algunos farmacos inhibidores de las
PDI como alternativas terapéuticas para el cancer, aun cuando hay muchas
preguntas por resolver respecto al papel de las PDI en la carcinogénesis. Un
ejemplo es E64FC26, un farmaco desarrollado para el tratamiento del mieloma
multiple que ha mostrado eficacia in-vivo e in-vitro (Lin et al., 2024). Otro caso es
PACMA 31 que suprime el crecimiento tumoral en ovarios sin causar toxicidad en
tejidos normales (Xu et al., 2012). Un ultimo ejemplo es LOC14, un inhibidor potente
de la PDIA1 que ademas induce su oxidacion, teniendo un efecto neuro protector
(Kaplan et al., 2015) y que ha probado suprimir el crecimiento tumoral en el cancer
gastrico inhibiendo a la PDIA3 (Yang et al., 2024).

Incluso, recientemente se han identificado a algunos miembros de la familia de las
PDI como factores de prondstico, como es el caso de la PDIA3 en el carcinoma oral
de células escamosas (Wang et al., 2023), cancer de endometrio (F. Yu et al., 2023)

y otros tipos de cancer (Zhang et al., 2022).

3.4 TERAPIAS ACTUALES CON CHAPERONAS

Se han desarrollado tratamientos innovadores para las enfermedades
conformacionales, las denominadas chaperonas farmacolégicas, las cuales son
moléculas pequefias que se unen a proteinas mal plegadas para restaurar
interacciones intramoleculares que se perdieron. Su bajo peso molecular permite la
disponibilidad oral, el trafico a través membranas y llegada a diversos tejidos.
Algunos ejemplos de enfermedades tratadas con este grupo de moléculas que ya
se encuentran aprobadas por la FDA incluyen la fenilcetonuria, la enfermedad de

Fabry y la amiloidosis hereditaria relacionada con la transtiretina. Ademas, otros
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tratamientos prometedores aun se encuentran en fases clinicas y preclinicas
(Grasso et al., 2023).

Aunque es verdad que las investigaciones para desarrollar moléculas pequefias que
potencien o inhiban la actividad de chaperonas como las PDI son muy
prometedoras, también es cierto que otros enfoques como el desarrollo de proteinas
simples que reestablezcan la proteostasis pueden brindar alternativas terapéuticas

innovadoras desde la Biotecnologia e incluso, las ciencias computacionales.

3.5 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA EL ANALISIS DE PROTEINAS

Las herramientas bioinformaticas son aquellos programas y plataformas utilizadas
para el analisis, interpretacion y visualizacién de datos bioldgicos, las cuales se han
vuelto practicamente indispensables y absolutamente necesarias en la actualidad,
pues se aprovecha el poder de procesamiento que poseen al poder trabajar con
volumenes grandes y complejos de datos, cuyo manejo manual seria casi imposible

o0 sumamente tardado.

Este tipo de herramientas tienen diversos usos que incluyen el tamizado y seleccion
de moléculas para blancos terapéuticos definidos, predicciones de las uniones
proteina-sustrato y proteina-proteina, y por supuesto, el analisis estructural de las

proteinas para identificar regiones conservadas.

Una herramienta increiblemente util en el estudio de proteinas es UniProt, una
plataforma que busca proporcionar a los usuarios un conjunto completo, de alta
calidad y de libre acceso de estructura primaria de proteinas anotadas con
informacion funcional (Bateman et al., 2023). Contiene tanta informacion como sea
posible de miles de proteinas, ademas de herramientas como BLAST que permite
encontrar homologos de una proteina buscando en los proteomas que tiene

recopilados.
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Clustal Omega es un programa del Instituto Europeo de Bioinformatica capaz de
realizar alineamientos multiples de secuencias que compara dos o hasta cuatro mil
secuencias (Madeira et al.,, 2024), haciendo notar de manera sencilla aquellas
regiones que coinciden mas, las diferencias entre ellas y, por lo tanto, facilita la

identificacion de regiones conservadas y variaciones importantes.

A veces los alineamientos presentan zonas poco conservadas que no son Uutiles
para analisis posteriores, de ahi que herramientas como GBlocks se vuelvan
especialmente utiles, pues identifican y eliminan esas regiones poco significativas,
dejando aquellas partes realmente informativas; en otras palabras, GBlocks limpia
los alineamientos de secuencias que se le proporcionan y asi se puede dar toda la

atencion a las regiones que lo ameritan.

El servidor web DALI sirve para el analisis estructural que incluye alineaciones
estructurales anotadas con estructura secundaria, familias de proteinas y logotipos
de secuencias, y superposicion de estructuras 3D apoyada por la conservacién de

secuencias y estructuras codificadas por colores (Holm et al., 2023).

Es necesario recordar que otra area crucial para la Bioinformatica es la visualizacion
y manipulacion de los datos biologicos. Jalview es una aplicacion para la
visualizacion, edicion y analisis de proteinas y acidos nucleicos, en donde se
pueden ver los alineamientos en una interfaz grafica, reorganizar secuencias,

calcular arboles filogenéticos y analisis de conservacion.

Por otro lado, ChimeraX es un programa de visualizacion y andlisis de
macromoléculas, donde se puede observar la estructura terciaria de las proteinas,
herramientas de edicion grafica, manejar datos provenientes de cristalografias de
rayos X, resonancias magnéticas nucleares o modelados computacionales, realizar
analisis estructurales que permiten realizar sobreposiciones de varias proteinas y
observar puentes de hidrogeno, densidad de electrones y regiones hidrofébicas e

hidrofilicas de la superficie de las proteinas.
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El aprendizaje automatico (en inglés Machine Learning) forma parte de una ciencia
computacional llamada Inteligencia Artificial, la cual esta enfocada en lograr que las
computadoras ejecuten tareas sin ser explicitamente programadas para ello. Para
lograrlo, debe atravesar un proceso de entrenamiento, en el cual el modelo es
sometido a una experiencia para realizar una tarea (como predecir péptidos con
mayor actividad) y donde se evalua su rendimiento con una medida determinada
(Colliot, 2023).

AlphaFold es una herramienta basada en aprendizaje profundo, un area del
aprendizaje automatico que es capaz de predecir con una precision impresionante
la estructura terciaria de las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos
mediante un algoritmo que incorpora redes neuronales que considera
caracteristicas evolutivas, fisicas y geométricas de las proteinas (Casadevall et al.,
2023).

Una ventaja destacable de este tipo de herramientas es el procesamiento de una
enorme cantidad de datos y la gran capacidad de memoria. Sin embargo,
seleccionar adecuadamente el set de entrenamiento para que el modelo funcione

exitosamente, puede ser un gran reto.

Es por eso por lo que la identificacion de caracteristicas relevantes se vuelve una
etapa crucial para definir ciertas consideraciones que impactaran significativamente

el entrenamiento del modelo de aprendizaje automatico.

En nuestro caso, el andlisis estructural de las PDI puede brindar informacién valiosa
a considerar en caso de que se quiera emplear un modelo de aprendizaje
automatico para identificar inhibidores potentes de su funcién o para predecir una
nueva PDI con actividad mejorada, como el evitar la agregacion y plegar

correctamente oligdmeros amiloides.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANALISIS FILOGENETICO Y DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA

Primero se identificaron proteinas PDI en la base de datos UniProt mediante la
busqueda avanzada, obteniendo lo siguiente: (id:PDI*) AND (protein_name:"protein
disulfide isomerase™*') AND (existence:1) AND (reviewed:true). Esta busqueda filtra
resultados que contengan PDI en el nombre de entrada, que el nombre de la
proteina contenga “protein disulfide isomerase”, que su nivel de existencia sea
protein level (Que indica que existen pruebas experimentales claras de la existencia
de la proteina) y que sean Reviewed Swiss-Prot (que indica que la entrada ha sido
anotada manualmente y revisada por UniProtkKB). Se encontraron 35 proteinas, de
las cuales se seleccionaron las 29 que contienen al menos un puente disulfuro

reportado y correspondiente al motivo CXXC.

Para eliminar proteinas redundantes (aquellas que tienen una similitud mayor al
70%) se utilizé el programa CD-HIT escribiendo el siguiente comando: ./cd-hit -i "35
PDl.fasta" -o "PDI_n70.fasta" -c 0.7 -n 5, donde se indican los nombres de los
archivos de entrada y salida, el umbral de identidad igual a 0.7 y el tamano de

palabras igual a 5. Se obtuvieron 11 grupos de secuencias no redundantes.

Se utilizé el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis para construir un
arbol filogenético de las 29 secuencias de aminoacidos seleccionadas y calcular los

valores de bootstrap realizando 1000 iteraciones.
Para los siguientes analisis se seleccionaron 11 proteinas, una por cada grupo
identificado por CD-HIT. Los grupos y las proteinas seleccionadas se presentan en

el arbol filogenético (Figura 5).

Se alinearon éstas 11 secuencias en Clustal Omega, en el Apéndice Il se muestra

unicamente las regiones donde hay aminoacidos conservados.
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Se empleo la base de datos UniProt para encontrar caracteristicas generales de las

proteinas seleccionadas, las cuales se resumen en la Tabla 1.

Se alinearon estas 11 proteinas en Clustal Omega, se descargd en formato FASTA
y se cargd en GBlocks para identificar bloques de aminoacidos que la herramienta
considero relevantes, pues son segmentos continuos de aminoacidos poco y muy
conservados, con caracteristicas fisicoquimicas muy similares. De igual forma se

descargo el archivo generado unicamente con las regiones conservadas.

El archivo generado en GBlocks se cargd en Jalview para identificar los aminoacidos
que mas se repiten en las secuencias y de esa manera obtener una estructura

primaria consenso.

Empleando la herramienta Dali también fue posible comparar cada una de las 11
proteinas seleccionadas con sus ortélogas y asi visualizar facilmente los residuos

de aminoacidos que mas se repiten entre si.

4.2 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA

Se descarg6 el PDB con cédigo 2B5SE, correspondiente a la estructura de la PDIA1
de S. cerevisiae determinada por difraccion de rayos X con una resolucion de 2.4 A.
Para el resto de las proteinas se descargo la prediccidon de su estructura realizada
por AlphaFold, pues no se han determinado experimentalmente, o bien, se ha

determinado sdlo una fraccidn de su estructura.

Después se hizo un alineamiento en Dali, tomando como consulta el PDB de la PDI
de levadura; esto para identificar las estructuras secundarias conservadas entre la

familia de las PDI y determinar su estructura secundaria consenso.

También se descargaron las estructuras 1EEJ, 1T3B, 415Q, correspondientes a la
DsbC de Escherichia coli, Haemophilus influenzae y Salmonella enterica

respectivamente junto con los archivos 1V57, 3TDG and 4IHU correspondientes a
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la DsbG de E. coli, Helicobacter pylori y Mycobacterium tuberculosis
respectivamente. Después se determind su estructura secundaria consenso como

se realiz6 con las PDI.

4.3 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA

Con el alineamiento realizado previamente con Dali, se visualizd la superposicion
de las estructuras tridimensionales y se diferencid por colores la conservacion de la

secuencia de aminoacidos y la conservacion de estructuras terciarias.

También se utilizé el programa ChimeraX para realizar la superposicién de los
dominios conservados, identificar puentes de hidrégeno y visualizar regiones
hidrofébicas en las proteinas. También se comparé la estructura terciaria de la

PDIA1 del humano y las proteinas DsbC y DsbG de E. coli.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS FILOGENETICO Y DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA

Existe una gran diversidad en proteinas paralogas de la familia de las PDI,
incluyendo, por ejemplo, las proteinas ricas en cisteina con dominio tipo factor de
crecimiento epidérmico, que a pesar de poseer motivos CXXC y la capacidad de
isomerizar puentes disulfuro, tienen muy poca similitud con las PDI con dominio de

tipo tiorredoxina.

Segun el alineamiento de secuencias de aminoacidos de estas 29 proteinas, se
pueden distinguir varios clados. El primero incluye a las proteinas PDIA1 y a la
proteina PDI2 de Caenorhabditis elegans, con un valor de bootstrap igual a 81, por
lo que su relacién evolutiva es moderadamente confiable a pesar de tener un
porcentaje de similitud menor al 70%. El segundo incluye a las PDIA2 las cuales
tienen una relacién evolutiva altamente confiable con las PDIA1 (valor de bootstrap
de 99). De hecho, en la matriz de identidad se observan porcentajes de similitud
mayores a 50% entre estos dos clados, lo que no ocurre entre el resto de los clados
(Apéndice |). El tercero incluye a las PDIA5, cuya relacion evolutiva con las PDIA1
y PDIA2 es poco confiable, presentando un valor de bootstrap de 25. El cuarto clado
incluye a las PDI de levaduras, las cuales podrian estar relacionadas con formas
mas ancestrales de las PDI. El quinto sdélo incluye a la PDI1 de Dictyostelium
discoideum. El sexto incluye a las PDIAG6, donde la enzima de Drosophila
melanogaster (mosca de fruta) tiene un porcentaje de similitud menor al 70% muy
probablemente por la distancia evolutiva entre este organismo y los mamiferos. El
séptimo corresponde a la PDI de Hordeum vulgare y PDI11 de Arabidopsis thaliana.

El octavo a las PDIA4 y el noveno a las PDIA3 de mamiferos.

El arbol filogenético presenta limitaciones sin duda; se encuentran valores de
bootstrap muy bajos y no se posee suficiente informacion sobre la relacion evolutiva
entre los clados mencionados. En estudios posteriores podrian modificarse los
criterios de seleccion de secuencias para obtener un arbol filogenético que brinde

mas informacién al respecto, asi como aumentar el numero de secuencias.
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Figura 5. Arbol filogenético de 29 PDI de diferentes organismos. Los recuadros contienen proteinas con al
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menos un 70% de similitud, las flechas indican las PDI seleccionadas de cada grupo utilizadas en los andlisis
posteriores y los valores de bootstramp se encuentran cerca de cada nodo. Las abreviaciones para cada
organismo son: H. sapiens (HUMAN), S. cerevisiae (YEAST), Mus musculus (MOUSE), D. melanogaster
(DROME), Mesocricetus auratus (MESAU), Rattus norvegicus (RAT), Arabidopsis thaliana (ARATH),
Caenorhabditis elegans (CAEEL), Gallus gallus (CHICK), Bos taurus (BOVIN), Hordeum vulgare (HORVU),
Humicola insolens (HUMIN), Dictyostelium discoideum (DICDI), Chlorocebus aethiops (CHLAE), Alternaria
alternata (ALTAL).

Se seleccionaron once proteinas de las presentadas en el cladograma para realizar
los siguientes analisis, procurando abarcar diferentes organismos y elegir un
miembro de cada uno de los 11 grupos identificados por CD-HIT. En la Tabla 1 se

resumen algunas caracteristicas de las PDI que se seleccionaron, la cual contiene
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su codigo de UniProt, nombre breve, la especie a la que pertenece la proteina, el
numero de residuos de aminoacidos que contienen, la masa en daltones, la posicion

de sus puentes disulfuros y la organizacién de sus dominios.

Tabla 1. Generalidades de las once PDI seleccionadas

Cédigo ) Longitud Masa Motivos o
. Nombre | Organismo Dominios
UniProt (aa) (Da) CXXC
. 61-64;  406-
P17967 PDI Saccharomyces cerevisiae 522 58,227 e abb’xa’-HDEL
. . L 51-54; 172-
Q861A3 PDI1 Dictyostelium discoideum 363 39,905 175 aa’b-FKSK
: ; " 59-62; 404-
Q9XI01 PDI11 Arabidopsis thaliana 501 55,602 e abb’xa’-KDEL
L. 52-55; 393-
Q17770 PDI2 Caenorhabditis elegans 493 55,152 396 abb’xa’-HDEL
55-58;  399-
P05307 PDIAL Bos taurus 510 57,266 o abb’xa’-KDEL
74-77, 421-
D3Z6P0 PDIA2 Mus musculus 527 58,316 424 abb’xa’-KEEL
) 57-60;  406-
Q4VIT4 PDIA3 Chlorocebus aethiops 505 56,779 e abb’xa’-QEDL
89-92;  204-
P38659 PDIA4 Rattus norvegicus 643 72720 207; aa’bb’xa”-KEEL
553-556
182-185;
Q14554 PDIAS Homo sapiens 519 59594 305-308; 426- baa’a”-KEEL
429
] 55-58;  190-
P38660 PDIA6 Mesocricetus auratus 439 48161 103 aa’b-KDEL
] 55-58;  186-
Q9v438 PDIA6H Drosophila melanogaster 433 46752 - aa’b-KDEL

En la Tabla 1 se muestra que aun cuando la mayoria de PDI tiene una longitud de
alrededor de 500 residuos de aminoacidos, la PDIA4 de la rata tiene muchos mas y

la PDI2 de la ameba muchos menos.
También se aprecia que algunas de las PDI presentan mas de dos puentes

disulfuros, aunque se desconoce si también participan en la oxidorreduccion o

isomerizacion de disulfuros.
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En el alineamiento de Clustal Omega se encontraron 25 aminoacidos que estan
altamente conservados, 29 medianamente conservados y 16 poco conservados. El

alineamiento se presenta en Apéndice Il.

GBlocks identificé cinco bloques conservados en la secuencia de las PDI, los cuales
fueron visualizados en Jalview. En la Figura 7, se muestran los aminoacidos

catergorizados por colores segun sus caracteristicas fisicoquimicas.

10 20 30 80 90
1 I 1 I} Il 1 1 1 I}
PDIAS_ HUMAN/-99 MMFHAPWCGHCKKMKPEF ERAAEALLAERFEHII SEFP, HILVMFIAPWCP Ci KV\PHFTA.AIAF
PDIAG DROME/T-89 VEFYAPWCGHCES LVPEY K LAKALLIG FGVRGFP FFAPWCGHCKNL APEWAKAAKEL
PDIAG_MESAU/T-99 MEFYAPWCGHC RLIF’ AATALLGGRYGVOGFP AFACGHCENLEPEWATAATEM
POI1_DICDI1-39  MKEMAPWCGHCHKLAPBEFE | LADTFLESK] DVSGIP AFWCGHC KLMF‘D EILGNT
PDI_YEAST/-39  AEFFAPWCGHCENMAPEYVEAAE TLLCVEHRN | PGFP: AFWCGHC RLAF‘T QELA
PDIAZ_MOUSE/T-99 NEFMAPWCGHCIE LAPEY(S AAALLI\_'IK FEVVGYP AFWCSHCEEMAR AWEALA
PDI2_CAEEL/1-99 FYAPWCGHCES LAFPEYARAATQLVSSKFEVRGYP AFWCGHCKOL AP TWOKLG
POIAT_BOVIN/1-99 FYAPWCGHCKALAPEYARAAGKLLA GVRGYF AFWCGHCKOLAF MOKLG
POIT1_ARATH/1-99 FYAPWCGHCKOLAPEYERAASALFATRYEVOGFP APWCGHC KLAP\LDEVAVS
PDIA3_CHLAE/1-99 FFAPWCGHCKRLAP EAAATRLICNK GVSGIP APWCGHC NLEPKIKELGIKL
PDIA4_RAT/1-99 FIAPWCG Cl<LAP EIAAKELLAKRFDVSG P APWCGHCKCOLEP V| TSLGKKI

Canservation II I I . . I . I I . - I I I - I I I

57 7394 247"328673672924 7'3376384053438"3206348567367523626804 G 7683'17326+336

Quality I ..III I-'- -I.. I I II.

VE FYAPWCGHCKKAPEYEKAATALLA+Q+GVSGYPTLK | FRNGYNGPRTA+G | VKVLVGKN FDE+VD+KKNVLVE FYAPV\:CGHCK+LAP +WD+LAEKY

Occupancy

Figura 7. Alineamiento de los bloques conservados identificados por GBlocks. En azul se muestran los
aminoacidos hidrofébicos, en rojo los positivamente cargados, en magenta los negativamente cargados, en
verde los polares, en rosa las cisteinas, en naranja las glicinas, en amarillo las prolinas, en color cian los
aromaticos y en blanco los aminoacidos no conservados. También se muestra la proporcion de conservacion

en barras amarillas y la estructura consenso en la parte inferior.

Los aminoacidos contiguos al motivo CXXC no sélo comparten las mismas
propiedades fisicoquimicas, sino que también son el mismo aminoacido en
practicamente todas las estructuras. Ademas, con la ayuda de las barras amarillas
se pueden identificar facilmente tres segmentos de aminoacidos contiguos que
estan conservados, dos de ellos en regiones cercanas de ambos motivos CXXC
(Figura 7).
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Hay 99 aminoacidos que forman parte de la estructura consenso, en la que no se
incluyen todos los 29 que identificd Clustal Omega, pues algunos de ellos fueron
descartados por GBlocks al no considerarlos relevantes para el analisis de regiones

conservadas.

5.2 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura de la PDI de levadura determinada experimentalmente y del resto de
PDI predichas con AlphaFold se cargaron en formato PDB en Dali, en su seccién
“‘comparacion de estructuras por pares”. De esa manera se obtuvo el alineamiento

de estructuras secundarias presentada en Apéndice lll.

Con estos resultados se obtuvo un consenso para las proteinas PDI y otro consenso
para sus homélogas en procariotas, las proteinas Dsb. En la Figura 8 se muestra la

comparacion de cada una de ellas.

En general las estructuras secundarias de las PDI estan muy conservadas, las
mayores diferencias se aprecian cuando las proteinas tienen mas o menos
dominios. Como estan compuestas en su totalidad o parcialmente por dominios de
tipo tiorredoxina es de esperar que el numero y posicion de hélices alfa y hebras
beta se mantenga practicamente igual, a pesar de las diferencias entre miembros

de las PDI y organismos.

En la Figura 8 se muestra la estructura secundaria consenso de las PDI determinada
por la plataforma Dali. Para determinar si una a hélice o una hebra B estaban
conservadas, se establecidé que estuviera presente en al menos 6 de las 11 PDI
alineadas. Se realiz6 lo mismo para las proteinas Dsb, sélo que para determinar su
consenso basto que la estructura secundaria se presentara en 5 de las 9 secuencias

alineadas.
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Figura 8. Estructuras secundarias conservadas en las PDI y Dsb. El consenso de estructura secundaria de
las PDI esta en la parte superior de color azul y el de las Dsb en la parte inferior en morado. Las estrellas indican
las hélices alfa en donde se encuentra el motivo CXXC.

Se encontré mediante un alineamiento en UniProt que la 31 de las Dsb corresponde
alapB16 enlas PDlyla 32 de Dsb es homéloga ala 317 en PDl y que la a12 de PDI
no se encuentra en las proteinas de procariotas. Otra diferencia es que en las Dsb
la a2 y a3 son pequeias y se encuentran una junto a otra, mientras que en las PDI
es una hélice mas grande (a13), estas estructuras secundarias contienen el motivo
CXXC. Finalmente, la B3 de las Dsb se alinea con la 18 de las PDI, pero parece

que la a4 en procariotas cambié por la 319 en eucariotas.

Para facilitar la identificacion de la estructura consenso de cada uno de los bloques
conservados, se presenta la Tabla 2. La posicion corresponde al alineamiento
realizado en Clustal Omega y la estructura consenso es la determinada con Jalview,
donde los signos “+” corresponden a aminoacidos de los que no se pudo discernir
cual estaba mas conservado en las estructuras alineadas y por eso no se

consideran para el consenso.
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Tabla 2. Consenso de cada bloque conservado por propiedades fisicoquimicas en la estructura primaria de las
PDI y su ubicacién segun el consenso de estructura secundaria.

Ndmero Estructura
Posicién en el
de . . Consenso de la estructura primaria secundaria donde se
alineamiento
bloque encuentra ubicada
1 315-339 VEFYAPWCGHCKKLAPEYEKAATAL B2ya2
2 362-380 LA+Q+GVSGYPTLKIFRNG a3y p4
3 388-397 YNGPRTA+GIV o4
4 676-688 KVLVGKNFDE+V 16y al2
& 690-721 D+KKNVLVEFYAPWCGHCK+LAP+WD+LAEKY 17y al13

5.3 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA

Se realizdé una comparacion de “todos contra todos” en Dali y con la informacion de
la estructura tridimensional, se gener6 una matriz de similitud con escala del 0 al 50;

cuanto mas alto el valor mas similitud existe entre las proteinas.

PDI1 17.3 18.2 19.1 16.8 17.7 17.2 17.6 17.9
PDIAG6H 18 19.3 20.1 19.3 18.9 171 17.4 18.8
PDIAS 178 18.4 18.1 19.1 18.1 17.4 19.4

PDIAG  17.3 18 18.4 19.2 18.4 17.6 17.6 18.8

PDIA3 18.2 19.3 19.3 254 21 215 227

PDIA4 191 20.1 18.4 18.4 26.4 234 22.1 21.9

PDI 16.8 19.3 18.1 19.2 19.2 25.1 241 254

PDI1-1 177 18.9 19.1 18.4 254 26.4 252
PDIA2  17.2 171 18.1 17.6 21 23.4 25.1
PDI1 17.6 17.4 17.4 17.6 215 221 24.1 26.4
PDI2 17.9 18.8 19.4 18.8 22.1 21.9 254 273 29.8

PDI1  PDIA6H PDIA5 PDIA6 PDIA3  PDIA4 PDI PDI1-1  PDIA2  PDI PDI2

Figura 9. Matriz de similitud estructural entre las PDI seleccionadas. Las etiquetas son las mismas

utilizadas en la Tabla 1.

Pagina 46|76



Al igual que en la matriz generada por UniProt (Apéndice |), se muestra que las
PDIA1, 2, 3, y 4 tienen mayor similitud entre si que con las PDIAS y 6. En la Figura
9 se muestra que la PDIA6 de hamster tiene una mayor similitud con la PDIAS de
humano que con su homéloga en la mosca de fruta, lo cual se podria deber a la

relacion que existe entre ambos mamiferos.

A diferencia de la matriz generada en UniProt, la generada por Dali muestra menos
similitudes entre la PDI de la ameba y el resto de las PDI. Este organismo es mucho
menos complejo y lejano a todos los demas, por lo que este resultado no se sale de

lo esperado.

La superposicion realizada con el servidor Dali identificé aminoacidos y estructuras

conservadas, las cuales se muestran en la Figura 10.

Figura 10. Conservacion de secuencia y estructura terciaria de las PDI seleccionadas. Del lado derecho
se muestra un acercamiento al sitio activo de las PDI donde se identificaron 5 aminoacidos conservados, Cys61,
His63, Cys64 (correspondientes al motivo CXXC), Trp60 y Tyr122, todos enumerados con base en la PDI de
levadura. Del lado izquierdo se muestra la conservacion de la estructuras terciarias, los tonos de azul y verde

son regiones conservadas mientras que las amarillas y rojas son poco conservadas.
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No es de extrafiar que el dominio “a” sea el mas conservado, ya que al final de
cuentas es el que contiene el motivo CXXC indispensable en la actividad como

oxidorreductasa e isomerasa.

Ademas, los dominios b y b’ también estan muy conservados en esta familia de
proteinas, lo que sugiere que a pesar de que entre distintos miembros de las PDI
los residuos de aminoacidos en estos dominios poseen propiedades fisicoquimicas

distintas, la estructura tridimensional se conserva.

El dominio a’ esta lejos de estar altamente conservado como el dominio a. Se
propone que pudiera ser debido a la flexibilidad de las PDI, pues su acomodo
tridimensional depende de diversos factores (como su fosforilacién y estado redox)

que no pueden ser tomados en cuenta con la prediccién estructural de AlphaFold.

Luego, se optd por ubicar los segmentos identificados por GBlocks, 3 segmentos o
bloques se encuentran en el dominio a y otros dos en el dominio a’. A continuacién,

en la Figura 11 se presenta la visualizacion que se tuvo en ChimeraX de ambos

dominios.

Figura 11. Visualizacion de los bloques conservados a nivel de estructura terciaria. Regiones conservadas
en los dominios cataliticos de las PDI, las cuales estan de color azul. En el lado izquierdo se encuentra el

dominio a, mientras que en el lado derecho el dominio a’. El motivo CXXC se muestra de color morado.
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Es interesante observar cambios en la conservacion de ambos dominios. Por un
lado, en el dominio a se pueden observar tres fragmentos conservados, que en
conjunto rodean al sitio activo con asas, las cuales contienen aminoacidos clave
como el triptéfano anterior al motivo CXXC, la arginina cercana a la posicion 120
que disminuye el pKa de la cisteina C-terminal del motivo y la prolina cercana a la
posicion 76 que ralentiza el proceso de plegamiento de las PDI, cada uno de ellos

en cada asa cercana al sitio activo.

Por otra parte, en el dominio a’ solo una de las tres asas que rodean al sitio activo
esta conservada, en cambio una pequefa alfa hélice de la parte superior del dominio
(Figura 10) aparece conservada. Esta region esta muy lejana al sitio activo como
para intervenir de manera directa en el proceso catalitico y por la posicion en la que
se encuentra es poco probable que participe en la unién al sustrato; sin embargo,
podria estar involucrada en regulacion alostérica de las PDI interactuando con algun

efector.

Estos resultados sugieren que si se desea disenar una PDI con mejor actividad de
isomerasa habra que prestar atencién a las 3 asas que rodean al sitio activo en el
dominio a, desde los aminoacidos que contienen hasta las interacciones que

presentan con el motivo catalitico.

También se superpuso la estructura tridimensional de la PDIA1, DsbC y DsbG con
ChimeraX (Figura 12), donde ademas de verse claramente las estructuras
secundarias que se encuentran acomodadas de manera similar en el espacio y las
gue no, se aprecia también que dos de las asas que estaban muy conservadas en

las PDI, en las Dsb no se encuentran.
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Figura 12. Comparacion entre PDIA1 del humano (gris), DsbC (morado) y DsbG (verde) de E. coli. El

motivo CXXC de la PDI se muestra de color rojo.

Finalmente, en la Tabla 3 se presentan los valores de Km de diferentes PDI, el
sustrato que se utilizé en el ensayo y qué funcion de la PDI se midi6, mostrando
también una imagen de la superficie del sitio activo de cada una de las proteinas
para intentar reconocer algun patrén de relacion entre la superficie hidrofébica

cercana al sitio activo y la afinidad por el sustrato.

Se habia supuesto que las proteinas con valores menores de Km tendrian una
superficie hidrofébica significativamente mayor, con bolsillos mas grandes o mayor
numero de regiones lipofilicas; sin embargo, con nuestros resultados no se identifica

esa relacion o algun otro patrén de relacion con la superficie.
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Tabla 3. Superficie del sitio activo de PDI a las que se les ha determinado la Km.
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6. CONCLUSIONES

Los avances en ciencias computacionales han generado resultados impresionantes
como el desarrollo de AlphaFold, algoritmo indispensable para predecir con una
gran exactitud la estructura de muchas de las proteinas analizadas en esta tesina.
El uso de diversas herramientas bioinformaticas permitid identificar, analizar y
visualizar regiones conservadas en los diferentes niveles estructurales de las PDI,
en las cuales habra que poner especial atencidn en alternativas terapéuticas

innovadoras para diversas enfermedades.

Aun queda un largo recorrido para el entendimiento completo de los mecanismos
de accion y la relacion estructura-actividad de estas proteinas. Una propuesta es
realizar estudios enzimaticos donde se evalue una actividad en concreto de
diferentes PDI bajo las mismas condiciones experimentales y el mismo ensayo,
calcular kcat/Km y asi poder etiquetar cada proteina segun su capacidad catalitica,
para que después un algoritmo de aprendizaje automatico identifique patrones entre

ellas y dirigir estos resultados a una aplicacion concreta.
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8. APENDICES

APENDICE |. Matriz de identidad de las 29 PDI presentadas en el arbol
filogenético.

1: sp|Q921X9|PDIA5_MOUSE 100.00 89.92 26.32 27.49 27.89 27.89 27.49 28.06 30.83 27.78 19.57 27.05
30.50 29.43 29.39 29.39 30.80 30.27 29.30 27.92 31.00 30.40 29.77 30.12 28.68 28.29 29.46 29.84

2: sp|Q14554|PDIA5_HUMAN 89.92 100.00 27.53 27.89 28.29 28.29 27.89 29.64 31.95 28.17 20.29 28.47
29.73 30.19 29.77 29.77 31.18 29.89 29.67 27.92 30.42 30.08 29.70 31.33 29.46 29.07 29.07 29.46

3: sp|Q9V438|PDIA6_DROME 26.32 27.53 100.00 59.11 59.21 59.67 59.44 32.06 28.32 32.25 22.95 29.75
34.34 3239 32.38 32.38 32.27 32.86 33.58 34.83 32.71 32.33 32.33 35.16 35.79 35.42 35.06 35.42

4: sp|P38660|PDIA6_MESAU 27.49 27.89 59.11 100.00 93.17 94.53 94.76 30.24 30.82 31.56 22.87 28.07
3456 33.45 32.75 32.75 33.68 33.57 33.10 34.31 33.09 33.09 32.72 32.63 35.74 35.38 36.46 35.74

5: sp|Q15084|PDIAG_HUMAN 27.89 28.29 59.21 93.17 100.00 94.77 95.45 30.48 30.14 30.50 22.22 28.77
3419 34.14 33.10 33.10 34.03 33.92 33.10 34.67 32.72 32.35 31.99 31.58 35.02 34.66 35.02 33.94

6: sp|Q63081|PDIAG_RAT  27.89 28.29 59.67 94.53 94.77 100.00 98.86 30.82 30.48 30.14 22.75 28.42
33.82 33.79 32.75 32.75 33.33 33.57 32.74 35.04 32.72 32.35 31.99 33.68 34.30 33.94 35.38 34.66

7: sp|Q922R8|PDIA6_MOUSE 27.49 27.89 59.44 94.76 95.45 98.86 100.00 30.48 30.14 30.14 22.22 28.07
33.82 33.79 32.75 32.75 33.68 33.57 32.74 34.67 32.72 32.35 31.99 33.68 34.66 34.30 35.74 35.02

8: sp|Q86IA3|PDI1_DICDI 28.06 29.64 32.06 30.24 30.48 30.82 30.48 100.00 33.21 36.76 30.05 30.77
34.60 32.03 34.19 34.19 3443 34.32 36.76 32.45 37.35 37.74 38.13 33.73 38.17 37.79 37.02 37.40

9: sp|P17967|PDI_YEAST  30.83 31.95 28.32 30.82 30.14 30.48 30.14 33.21 100.00 41.89 32.36 26.26
29.23 27.80 28.08 28.48 28.83 28.34 29.89 30.90 29.49 29.49 29.91 23.04 26.69 26.69 25.85 26.27

10: sp|P55059|PDI_HUMIN  27.78 28.17 32.25 31.56 30.50 30.14 30.14 36.76 41.89 100.00 57.25 28.72
36.34 34.36 34.38 34.59 34.73 34.66 35.81 36.18 33.92 33.92 34.14 33.33 36.44 36.88 35.79 35.79

11: sp|QO0002|PDI_ALTAL  19.57 20.29 22.95 22.87 2222 2275 22.22 30.05 32.36 57.25 100.00 22.55
26.52 26.13 25.00 25.27 25.74 25.74 29.68 29.24 26.10 25.22 25.81 29.14 28.33 28.33 28.33 28.90

12: sp|D3Z6PO|PDIA2_MOUSE 27.05 28.47 29.75 28.07 28.77 28.42 28.07 30.77 26.26 28.72 22.55 100.00
41.07 46.23 45.31 4571 4542 46.00 31.02 32.29 27.90 27.90 28.72 35.05 29.71 29.29 29.50 29.92

26.88

28.67

30.00

27.97

29.02

28.67

28.67

30.66

26.21

28.24

22.49

78.97

13: sp|Q13087|PDIA2_HUMAN 26.88 28.67 30.00 27.97 29.02 28.67 28.67 30.66 26.21 28.24 22.49 78.97 100.00

41.31 47.43 46.32 46.32 46.23 46.61 31.43 31.73 28.63 28.83 29.65 34.02 29.37 28.96 28.96 29.17

14: sp|Q17770|PDI2_CAEEL 30.50 29.73 34.34 34.56 34.19 33.82 33.82 34.60 29.23 36.34 26.52 41.07
100.00 58.04 56.21 56.21 56.10 56.94 34.62 33.11 31.53 30.45 31.10 34.72 33.84 33.84 33.41 33.41

15: sp|P09102|PDIA1_CHICK 29.43 30.19 32.39 33.45 34.14 33.79 33.79 32.03 27.80 34.36 26.13 46.23
58.04 100.00 83.60 84.19 83.43 84.36 35.06 35.52 31.71 30.87 31.50 34.02 33.47 33.26 32.01 32.22

16: sp|P09103|PDIA1_MOUSE 29.39 29.77 32.38 32.75 33.10 32.75 32.75 34.19 28.08 34.38 25.00 45.31
56.21 83.60 100.00 97.05 93.12 93.89 35.01 34.62 32.34 31.28 31.70 35.05 33.19 32.98 32.77 32.98

17: sp|P04785|PDIA1_RAT  29.39 29.77 32.38 32.75 33.10 32.75 32.75 34.19 28.48 34.59 2527 4571
56.21 84.19 97.05 100.00 93.32 93.89 35.22 34.83 32.34 31.28 31.91 35.056 33.19 32.98 32.77 33.19

18: sp|P05307|PDIA1_BOVIN 30.80 31.18 32.27 33.68 34.03 33.33 33.68 34.43 28.83 34.73 25.74 45.42
56.10 83.43 93.12 93.32 100.00 95.28 35.56 35.39 32.13 30.85 31.49 34.02 32.49 32.28 32.07 32.28

19: sp|P07237|PDIA1_HUMAN 30.27 29.89 32.86 33.57 33.92 33.57 33.57 34.32 28.34 34.66 25.74 46.00
56.94 84.36 93.89 93.89 95.28 100.00 35.50 35.76 32.48 31.41 31.84 34.54 3242 3220 32.63 32.84

20: sp|P80284|PDI_HORVU  29.30 29.67 33.58 33.10 33.10 32.74 32.74 36.76 29.89 35.81 29.68 31.02
34.62 35.06 35.01 35.22 35.56 35.50 100.00 58.32 36.31 35.06 35.27 38.46 35.42 35.83 34.79 35.42

21: sp|Q9XIO1|PDI11_ARATH 27.92 27.92 34.83 34.31 34.67 35.04 34.67 3245 30.90 36.18 29.24 32.29
33.11 35.52 34.62 34.83 35.39 35.76 58.32 100.00 37.39 36.55 36.76 38.78 36.13 35.92 36.55 36.13

22: sp|P13667|PDIA4_HUMAN 31.00 30.42 32.71 33.09 32.72 32.72 32.72 37.35 29.49 33.92 26.10 27.90
31.53 31.71 32.34 32.34 32.13 32.48 36.31 37.39 100.00 88.18 88.40 41.46 39.67 39.67 39.67 39.88

41.31

47.43

46.32

46.32

46.23

46.61

31.43

31.73

28.63
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23: sp|P38659|PDIA4_RAT  30.40 30.08 32.33 33.09 32.35 32.35 3235 37.74 29.49 33.92 2522 27.90
30.45 30.87 31.28 31.28 30.85 31.41 35.06 36.55 88.18 100.00 95.77 40.49 39.05 39.05 39.26 39.46

24: sp|P08003|PDIA4_MOUSE 29.77 29.70 32.33 32.72 31.99 31.99 31.99 38.13 29.91 34.14 2581 28.72
31.10 31.50 31.70 31.91 31.49 31.84 35.27 36.76 88.40 95.77 100.00 40.49 39.67 39.67 39.05 39.26

25: sp|P86235|PDIA3_MESAU 30.12 31.33 35.16 32.63 31.58 33.68 33.68 33.73 23.04 33.33 29.14 35.05
34.72 34.02 35.05 35.05 34.02 34.54 38.46 38.78 41.46 40.49 40.49 100.00 91.83 91.35 95.19 94.23

26: sp|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE 28.68 29.46 35.79 35.74 35.02 34.30 34.66 38.17 26.69 36.44 28.33 29.71
33.84 33.47 33.19 33.19 3249 3242 3542 36.13 39.67 39.05 39.67 91.83 100.00 99.21 92.67 93.47

27: sp|P30101|PDIA3_HUMAN 28.29 29.07 3542 35.38 34.66 33.94 34.30 37.79 26.69 36.88 28.33 29.29
33.84 33.26 32.98 32.98 32.28 32.20 35.83 35.92 39.67 39.05 39.67 91.35 99.21 100.00 92.28 93.07

28: sp|P11598|PDIA3_RAT  29.46 29.07 35.06 36.46 35.02 35.38 35.74 37.02 2585 35.79 28.33 29.50
33.41 32.01 32.77 32.77 32.07 32.63 34.79 36.55 39.67 39.26 39.05 95.19 92.67 92.28 100.00 97.43

29: sp|P27773|PDIA3_MOUSE 29.84 29.46 3542 35.74 33.94 34.66 35.02 37.40 26.27 35.79 28.90 29.92
33.41 3222 3298 33.19 3228 32.84 3542 36.13 39.88 39.46 39.26 94.23 93.47 93.07 97.43 100.00

28.83

29.65

34.02

29.37

28.96

28.96

29.17

APENDICE II. Alineamiento de las 11 PDI realizado en Clustal Omega donde se

muestran aminodacidos altamente conservados (*), medianamente conservados ()

y poco conservados (.) coloreados segun sus caracteristicas fisicoquimicas.

sp| (14554 | PDIAS_HUMAN MARAGPANL LLATWVVLPSHLSSAKVSSLIERISDPKDLKKLLRTRNNVLYLYSKSEVAA
sp| P38660 | PDTAG_MESAL e
sp| Q9V433 | PDTAG_DROME e
sp|QB6IA3 | PDI1_DICDT e
sp| P17967 | PDT_YEAST e
=p| D3Z6PO | POTAZ_MOUSE T LT TR
=p| PE5307 | POTAL_BOVIN T LT TR
=p| Q17770 | PDI2_CAEEL e e R
=p| Q9XTO1| POT11_ARATH e e R
=p| P38659 | PDIAS_RAT R N L L
=p| Q4VIT4| PDIAS_CHLAE e e R

sp| (14554 | PDIAS_HUMAN ENHLALLSTVAQAVKGQGT TCWVDCGDAESRKL CKKMKVDLSPKDKKVELFHYQDGAFHT
sp|P38660 | PDIAG_MESAU S
sp|Q9V438 | PDIAG_DROME T
sp|Q86IA3|PDI1_DICDI T
sp|P17967 | PDI_YEAST T
sp|D3Z6P0 | PDIA2_MOUSE T
sp| PE5307 | PDIAL_BOVIN T
sp| Q17770 | PDI2_CAEEL T
=p|Q9XI01|PDI11_ARATH T LT R
sp|P38659|PDIAY_RAT ~ -------- ALTQLLAAA- - - - - ~SAEDAH- - === - -~ - ED-----mmmmmmmmmmmm e
sp|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE S
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sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp| P38660 | PDIAG_MESAU
sp|Q9v433 | PDIAG_DROME
sp| Q86IA3|PDI1_DICDI
sp|P17967 | PDI_YEAST
=p| D3Z6P8 | POIAZ_MOUSE
=p| PO5307 | POIAL_BOVIN
=p|Q177768] PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01|PDI11_ARATH
=p|P33659 | PDIA4_RAT
=p| Q4VIT4|POIA3_CHLAE

sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp|P38660 | PDIAS_MESAU
sp|Q9V433 | PDIAS_DROME
sp|Q86IA3|PDI1_DICDI
sp|P17967 |PDI_YEAST
sp|D3Z6PE | PDIA2_MOUSE
sp| PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17776 | PDI2_CAEEL
sp| Q9XI01|POI11_ARATH
sp| P38659 | PDIA4_RAT
=p| Q4VIT4|POIA3_CHLAE

=p| (14554 | POIAS_HUMAN
=p| P38660| POIAG_MESAU
sp| Q9V438| POIAG_DROME
sp|Q86IA3|PDI1_DICDI
sp|P17967 | PDI_YEAST
sp|D3Z6P8 | PDIA2 MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17770 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01|PDI11_ARATH
sp|P38659 | PDIA4_RAT
sp| Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

=p|Q14554] PDIAS_HUMAN
=p|P38660] POIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|0B6IA3|PDI1_DICDI
sp|P17967 | PDI_YEAST

=p|D3Z6P0| POIAZ_MOUSE
sp|PB5307 | PDIAL_BOVIN
sp|Q17778| PDI2_CAEEL
sp|09XI01|POI1L_ARATH
sp|P38659| PDIAS_RAT

£p|Q4VITS|PDIAS_CHLAE

KEEKPLLIMFYAPHCSMCKRMMPHFQKAATOLRGHAVL AGMNVYSS - EFENIKEEYSVRG 226

------------------------------------------------------- MARLG
------------------------------------------------------- MROLA
——————————————————————————————————————————————————————— MKILL
—————————————————————————————————————————————————— MKF SAGAVLS

7
7
L7
1g

ADXDOTVLLEFYAPHCGHCKQFAPEYERTASTLKDNDPPIAVAK I DATSASMLASKFIVGG 134

-------------------------------------------------- MRL - -RRLAL

FETICYFEXGRFLFQYDNYGSTAEDIVENLKNPQPPQRQYPET PWADEGGSY YHL TDEDF
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STLEA -—L RN e SVSAFYSPSDGYVELTPSNF
FVTLIA L =t e FVALCSAEGNVVVLSPDNF
T e T e e o AQQEAVAPEDSAVVKLATDSF
LPVLLL-LLEVSGES-W-GQGEEPGG----- - PSEVLPEEPTGEEVPKEDGILYLNHRTL
LRRALL-CLALTAL-F-RAG------===-====m=nmmn AGAPDEEDHVLVLHKGNF
FRLVGL---~FFLV-L-GAS----=-====-===mmmmv AAVIEEEENVIVLTKDNF
FTLFSILYLSLE -~ ========== === mmm e e ASSIRSEETETKEFVLTLDHTNF
YPTIKILKKGQAVD-Y-DGSATQEE------- TVAKVREVSQPDWTPPPEVTLTLTKENF
FPGWALLL -~ === === === mmmmm oo AAARL AAASDYLEL TDDNF
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DOFY - - - KEHSSVLVMFHAPWCGHCKKMEPEF ERAAEAL HGEADSSGVL AAVDATVNEA -
NREV - -TOSNSLWLVEFYAPWCGHCORLTPEWKHAATAL K- - - - VYRV GAVDADKHOS -
DREV - - LKDDATWVVEFYAPWOGHCOS LVPEYKKLAKAL K- - - -GVWVHVGSYNADADST -
DTV - - - DGSKTVAVEFYAPWOGHCKKL APDF ETLADTFAPVS - NENYTAXVDCDQADNK
MNEYI---Q3HOLYVLAEFFAPWCGHCKNMAPEYVKAAETLYE- - -KNITLAQIDCTENQD -
SLAL---QERSALMVEFYAPWCGHCKELAPEYSKAAAL L AAES - AVVTLAKVDGPAEPE -
DEAL - --AAHKY LLVEFYAPWCGHCKALAPEY AKAAGK] KAEG-SEIRLAKVDATEESD -
DEVI---NGNEFILVEFYAPWCGHCKSLAPEYAKAATOLKEEG-SDIKL GXLDATVHGE -
TOTI---NeEHDF IVWEFYAPWCGHCKQLAPEY ERAASAL SSNY -PPVVLAKTDASEETNR
DOVY - - -NNADI ILVEFYAPWCGHCKKL APEYEKAAKEL SKRS-PPIPLAXNVDATEQTD-
ESRVSDTGSAGLMLYEFFAPWCGHCKRLAPEYEAAATRLEK - - - -GIVPLAKVDCTANTH -
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sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp| P33660| PDIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
=p|QB6IA3|PDI1_DICOI
=p|P17967 | PDI_YEAST
sp|D3Z6PB| PDIAZ_MOUSE
sp|PE5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17776 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P38659| PDIA4_RAT
sp|Q4VIT4|PDIAS CHLAE

sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp| P33660| PDIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICOI
=p|P17967 | PDI_YEAST
=p| D3Z6PB| PDIAZ_MOUSE
=p|PO5307 | PDIAL_BOVIN
=p| Q17776 PDI2_CAEEL
=p|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P38659| PDIA4_RAT
sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp|P38660| PDIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICOI
sp|P17967 | PDI_YEAST
sp|D3Z6PO| PDIAZ_MOUSE
=p|PO5307 | PDIAL_BOVIN
=p| Q17778 PDI2_CAEEL
=p|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIA4_RAT
sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

sp| Q14554 PDIAS_HUMAN
=p|P33660| PDIAG_MESAU
=p|Q9V433| PDIAG_DROME
=p|QB6IA3|PDI1_DICOI
sp|P17967 | PDI_YEAST
sp|D3Z6PB| PDIA2_MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17776 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P38659| PDIA4_RAT
sp|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE

~LAERFHISEFPTLKYFKNGEKY - - -AVPVLRTKKKFLEAMONPEAPPPP- - - - -~ - - 388

- LGGOYGVOGFPTIKIFGANK -NKPEDYQGGRTGEATVDAAL SAL RQLY ------- - -~ - 135
- L3GOF GVRGFPTIKIFGANK - KSPTOYNGORTAKATAEAAL ARVKKEY ----------- 135
ALCSKYDVSGEYPTLEIFDESTT - - AKDYNGARSYVDEL L TYINNHAKTNY - - - - - - - - -~ - 135

- LCMEHNI PGFPSLKIFKNSIVMNNSIDYEGPRTAEATVOFMIKQSQPAVAVVADLPAYLA 154
- LTKEFEVWGYPTLEFFONGHNETNPEEY AGPKTAEGIAEWL RRAVGPSATHLEDEEGYQA 169
- LAQOY GVRGYPTIKFFEKNGDTASPKEY TAGREADDIVNWL KKRTGPAASTLSDGAAAEA 158
-WSSKFEVRGYPTLELFRNGE - - - PQEYNGGRDOHDSTTAWL KKK TGPVARKPLADADAVEE 144
EFATOYEVOGFPTIKIFRNGGHA -VEYNGP REAEGTVTYLKKQSGPASAETKSADDASE 155
- LAKRFDVSGYPTLKIFRKGRP - - -FOYNGPREKYGIVDYMVEQSGPPSKEILTLKOQVQE 296
- TCNEY GVSEYPTLKIFRDGEE - - AGAYDGPRTADGIVSHLKKQAGPASYPLRTEEEFKK 147

iELaE *
------------------------------------------------------------ 368
--KDRL-- -~~~ S m e o 140
-~ QGVL-- -~~~ G = === e o 140
------------------------------------------------------------ 135
NETFVT- - PVIVQSGKIDADFNATFYSMANKHFNDYDFVSAENAD- - - - - - DDFKLSIY 205

LMAKWD- MW IGFFQDLOGKDMATE LALAKDA- LOMTFGFTDOPQLFEKFGLTHDTVVLE 227
LVESSE-VAYIGFFKDOMESDSAKOFFLAAEVI -DDIPFGITSNSOVESKYJLIKDGVVLE 285
LOESAD-WVWWIGYFKDT TSODAKTF LEVAAGT - DOVPFGISTEDAVKSEIELKGEGIVLF 282
VVSDKE - VWWVGIFPKLSGSEF DSFMATAEKL RSELDFAHTSDAKL LPRGESSVTGPVVE 214
FLEDGDOWVVILGYFOGYGDPGY L OYMQDAANT LREDYKFHHTFSTETAKFLEVSLGKLVLM 356
FISDED-ASYVGFFDDLFSEAHSEF LKAASNLRDNYRFAHTNVESLYNEYDONGEGIILF 266

------------------------------------------------------------ 388
---------- B e
---------- GBBG---~§====-===========m===mm-emmmeemmeoeeeeoo- 145
------------------ Kmmmmmmmm e m e e oo 136

LPSAMDE - - - - - FVWYNGHKEADTADADYFERWLOVEAL PYFGEI DESVFAYVESGLPLG 266
- ~-KKFDE- - - - GRADF PYVDKETGLDLGDLSRF LVIHSMHLVTEFNSQTSPHIFA-AKTLN 286
- ~-KKFDE- - - - GRNNF EGE- - - -WTKEKL LDF IKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFG-GEIKT 257
- -KKFDD- - - - GRVAF DEK - - - - LTQDGLKTWIQANRLALVSEFTQETASVIFG-GEIKS 251
LFKPFDE------- QFVDS- - KDFDGEAL EKFYKESSIPLITVFDKIPNN- - - --- HPYW 2589
QPEKFOSKYEPRMHVMOVG - - GSTEASATKDINVVWKHAL PLVGHRKTSNDAKRYS-KRPLY 413
RPSHLTHEFEDETVAYTEQ- - K-MTSGKIKKFIQENIFGICPHMTE - DNKDLIQ-GXDLL 261

------------------------------------------------------------ 388
------------------------------------------------------------ 149
------------------------------------------------------------ 145
------------------------------------------------------------ 136
Y- - LFYNDEEEL - EEYKPLFTELAKKNRGLMNFY -~ - - - - - == == - - SIDARKFGRHAG 303
HLLLFVNQTLAQHRELL TOFREAAPPFRGQVLFY- - - --- - ----- MVDVA-ADNSHVLN 327
HILLFLPKSVSDYEGKL SNFKKARESFKGKILFT- - ---- - ----- FIDSDHTONQRILE 305
HNL LFVSKESSEFAKL EQEFKNARKQFKGKYLFY- - - --- - ----- VINTDVEENARIME 299
I- - KFFESTNTKAMLFINFTGEGAESLKSKYREVAT - - SNKGOGLSFLLGDAENSQGAFQ 315
V- -VYYSVOFSFD- - - - -- YRTATQFWRNKVL EVAKDFPE- - - - YTFATADEEDVATEVK 461
I- - AYYDVDYEKN- - - - - A-KESNYWRNRYMMYAKKFLDAGHKLNFAVASRKTFSHELS 312
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sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp|P33660| PDIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICDI

sp|P17967 | PDI_YEAST

sp|D3Z6PB| PDIAZ_MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17778 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIAS_RAT

sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
=p| P33660| PDIAG_MESAU
sp|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICDI

sp|P17967 | PDI_YEAST

sp|D3Z6PB| PDIAZ_MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17776 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01|PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIA4_RAT

sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

sp| Q14554 | PDIAS_HUMAN
=p| P33660| PDIAG_MESAU
=p|Q9V435| PDIAG_DROME
=p|QB6IA3|PDI1_DICOI

sp|P17967 | PDI_YEAST

sp|D3Z6PB| PDIAZ_MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17776 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01|PDI11_ARATH
sp|P38659| PDIA4_RAT

sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

=p| Q14554 | PDIAS_HUMAN
sp| P38668| PDIAG_MESAU
sp|Q9V438| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICDI

sp| P17967 | PDI_YEAST

sp| D3Z6PB| PDIA2_MOUSE
sp| PO5307| PDIAL_BOVIN
sp| Q17778 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01|PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIA4_RAT

sp|Q4VIT4|PDIAS_CHLAE

------------------------------------------------------------ 388
] DR 155
. e 151
e e e 139
NLNMKEQFPLFATHOMTEDLKYGLPQLSEEAFDEL STV ESKATESLVKDFLKGDASP 363
YFGLK- - - - - - - - -AEEAP-TLRLINVETTKKYAPTGYTAT TAASVAAFCOAVLHGETKH 377
FFGLK- - - - - - - - -KEECP - AVRLITLEEEMTKYXPESDEL TAEKITEFCHRFLEGKTKP 355
FFGLK- - - - - - - - -KDELP-ATRLISLEEDMTKFKPDFEETTTENISKFTONYLDGSVKP 349
YFGLE- - - - - - - - -ESQ- -VPLTTIQTADDKKYLKT - - -NVEVDQTESWVKDFKDGKIAP 361
DLGLS- - - - - - - - -ESGEDVN - AATL DESGKKF AMEPE - EF DSDAL QEFVMAFKKGKLKP 518
DFGLE- - - - - - - - -STAGETPVVATRTAKGEKFVMQEEFSRDGKAL ERFLODYFDGNLKR 363

- ---EPTWEE-QQTSVLHLVGDNFRETL - KKEKHTLVMFYAPHCPHCKKVIPHFTATADA 442
--------- SSSKKDVIELTDOTFDENYL DSDOVNMY EFYAPWCGHCKNLEPENATAATE 2686
--------- SSSGOVIEL TEDNFIFLYLNSDHOTWLY EFFAPWCGHCENLAPENAKAAKE 262
——————————— APSNVVILSPSNFDSVVL DESKNYLVEFYAPYUCGHCEEKLMPDYEILGNT 138
TVESQEIFEN-QDSSVYFOLVGKNHDETVNDP KKDVLVLYYAPWCGHCKRLAPTYQELADT 422
YLLSQEIPPDWDOGPYETLVSENFEQY AFDETENVFVEFYAPWCSHCKEMAPAWEAL AEK. 437
HLMSQEL PDOWDHOPYENLVGKNFEEVAFDEKKNVFVEFYAPWCGHCKOLAPIWDKLGET 415
HLMSEDIPEDWDKNPYKILVGENFEQVARDNTENVLVEFYAPWCGHCKOLAPTWDKLGEK 465
HEKSQPIPAE-NNEPYIMVSDSLDDIVLNSGKNYLLEFYAPWCGHOQRLAPILDEVAVS 428
VIKSQPVYPEN-NKGPYRWWYGKTFDATVMDP KKDVLIEFYAPWCGHCKQLEPYY TSLGKE 569
YLESEPIPES- NDGPYIOMNVAENFDETVNNENKDV L IEFYAPWCGHCKNLEPKYKELGEK 422

* 3 . . . HEE e I

FEDD - - RETACAAVDCYEDENQDLCQQEAVEGYPTFHY YHYGKF - - - -AEKYDSORTELG 496
VEEQTHGKVKLAAVDATYNG - - VLANRYGIRGFPTIKIFQKIGEA- - - - PVIYDGGRTRSD 268
L - - - -KGKVKLGALDATAHQ - - SKAAEYNVRGYPTIKFFRAGSKRASDAQEYDGGRTASD 256
YANE - - KIVVIAKIDCDAADNKATCSKY GV TGFPTLEWFGRIQSK - - - DGEKYEQGRDLOT 243
YANAT-SDVLIAKLDHTEND - -VR--GVVIEGYPTIVLYPGGKKS- -ESWVWYQGSRSLDS 475
YKDR - -EDIVIAELDATAMNE - - LE- -AFSVLGYPTLEFFPAGPDR - -EVIDYKSTRODLET 489
YEDH - - ENIVIAKMDSTAMNE - -VE - - AVKVHSFPTLEFFPASADR - - TVIDYNGERTLDG 467
FADD - -ESIVIAKMDSTLMNE - -VE- - DVKIQSFPTIKFFPAGSN - - -EVYDYTGDRTIEG 460
Y50 - -SSVWIAKLDATAND - - FPEDTF DVKGFPTIYFRSASG - - - -NWVWWYEGDRTKED 472
WHG - - KDLV IAKMDATAND - - ITHDRY KVEGFPTIYFAPSGOKEK- -NPIKFEGGNRDOLE 623
LSKD--PNIVIAKMDATAND- -VP -SPYEVRGFPTIYFSPANKKL - -NPEEYEGGRELSD 475

voaE . ioaaFE]
FTN-YIRALREGDHERLGKK---------- [ T — [—— 519
TVSRALDLFSDNA---P----- PPELLETINED---V----------AKKMCEEHQLCVV 299
TVSHASDKHVANY - - -P- - - APELIETINES---T----------FETACEGKPLCVY 295
FIN-YINKQAGVNR - -VKGGKLAY- -GAGRVEQLDTIATEF LAAAAEVRKELVKKAQTVY 298
LFD-FIKENGHFD- - -VDGKAL YEEAQE KAAEEADADAE - LADEEDATHDEL - - - - -- - 522
F5K-FLDSGEHLP - - -KEEP -KEPAASA - - - - P - - -EA- -QANSTLGPKEEL - - - - - 527
FKK-FLESGGODG- - -AGDD-DDLEDLEEAEEP - - - DLE- EDDDQKAVKDEL - - - - - - - 510
FTK-FLETNGKEG- - - AGAS - EEEKAEEEADEE - - - GHT-EL-------====-=---=~ 493
FIS-FVDKNKDTV- --G----- EPKKEEETTEE---V----------~ KDEL-------- 581
HLSKFIDEHATKR- - -SRTHK------- -~~~ EE---L-===mmmm=mmmmmmmmmmmm e 643
FIS-YLQREATNP- - - PVIQEEKPKKKKKAQED - - -L----=====- === === =mmv 565
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sp| Q14554 PDIAS_HUMAN
=p| P33660| PDIAG_MESAU
=p|Q9V433| PDIAG_DROME
=p|QB6IA3|PDI1_DICDI

sp|P17967 | PDI_YEAST

sp| D3Z6PB| PDIA2_MOUSE
=p|PE5307 | PDIAL_BOVIN
=p| Q17776 PDI2_CAEEL
=p|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P38659| PDIA4_RAT

=p|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE

=p| Q14554 PDIAS_HUMAN
=p| P33660| PDIAG_MESAU
=p|Q9V433| PDIAG_DROME
=p|QB6IA3|PDI1_DICDI

=p|P17967 | PDI_YEAST

sp| D3Z6PB| PDIA2_MOUSE
=p|PE5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17770 PDI2_CAEEL
=p|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIA4_RAT

sp|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE

sp| Q14554 PDIAS_HUMAN
sp| P33660| PDIAG_MESAU
=p|Q9V433| PDIAG_DROME
sp|QB6IA3|PDI1_DICDI

sp|P17967 | PDI_YEAST

sp| D3Z6PB| PDIA2_MOUSE
sp|PO5307 | PDIAL_BOVIN
sp| Q17770 PDI2_CAEEL
sp|Q9XI01| PDI11_ARATH
sp|P33659| PDIA4_RAT

sp|Q4VIT4|PDIA3_CHLAE

519

AVLPHILOTGA - ARNSYLETLLKLADKYKKKMAGWLWTEAGAQSELENALGIGGFGYPAM 358
SVLPHILDCDAKCRNKFLOTLRTLGEKFKQKOWGWANAEGGODLALEESLEVGGFGYPAM 355
DSLPEELRTEGS- - - YYVKVMKTIAEKS - - - - IDFVTTEL - - - - = - - === == === - ===

33

519

ARINARKMEFALL KGSFIEQGINEF LRELSFGRASTAPYGGESFPATI TAREPWDGRDGEL 415
AVYNFERMEFSWLKGSFSKDGINEF LRDISYGRGHTAPYRGAKKPATVSVDPWDGKDGAL 415

FVEDDIDLSDVELDDLEKIDEL
FTEEDIDLSDIDLOKDEL -- -

519
439
433
363
B2
527
510
493
4
643
bO5

363
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APENDICE Ill. Alineamiento de estructuras secundarias de las 11 PDI
seleccionadas realizado con Dali. a-hélices (H), hebras 8 (E) y asas (L).

: H : H | : H : H
0001 seelA M AVA VVKLATDSFNE HDLVLAEFFAPWCGHCKNMAPEYVKAAL TL LAQIDCTENQDLC GFPSLKIFKNSD
0002 teoo6A AASDVLELTDDNF VsD LVEFFAPWCGHCKRLAPEYEAAATRLK-GIVPLAKVDCTAN CHNKYGVSGYPTLKIFR E
0003 tee2a VLTL NF HDFIVVEFYAPWCGHCKOLAPEYEKAASAL VVLAKIDASEN QYEVOGFPTIKIFRNG A
oee4 teesA EDGILVL A H VEFYAPWCGHCKELAPEYSKAAALL VILAKVDGPA L VVGYPTLKFFONG
0005 teo3A EENVIVLT FIL TOLKGSDTKLGKLDAT VRGYPTLKLFRN
oeo6 teedA EDHVLVL NFDEA H LVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAGKLKG LAKVDAT DLAQQYGVRGYPTIKFFKNGD
oo07 toeesA E E VLHLVGDNFRE LVMFYAPWCPHCKKY LP ADAFK AAVD NQDLCOQEAVKGYPT G
0008 teo7A CGHC
0009 teolA A DGVVELTPSNFDREVL VEFYAPWCGHCOSLVPEYKKLAKALKGY -VK VHNADA LSGQFGVRGFPTIKIF
eele teesA DVIELTDDTFDXNVLDSD VEFYAPWCGHCKNLEPE AATEVKEGKVKLAAVDATVNQVLANRYGIRGFPTIKIF EA
0011 teleA A VVDL NFDSVVLD LVEFYAPWCGHCKKLMPDYE DVVIAKIDCDAN CSKYGVIGFPTLKWF D

: : : : | : : : :
0001 sBelA LLLLELLLLLLLLEELLLLLHHHHHLLLLEEEEEEELL L LHHHHHHHHHHHHHHHHL LLLLLEEEEEELLLLHHHHHHLLLLLLLEEEEEELLLLLL
0002 teecA LLLLLEEELLLLHHHHLLLLLEEEEEEELL L LHHHHHHHHHHHHHHHHHL - LLLLEEEEELLLLHHHHHHLLLLLLLEEEEEE LL
0e03 tee2A LLLLLEEELLLLHHHHHHHLLEEEEEEELL L LHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLEEEEEELLLHHHHHHHLLLLLLLEEEEEELLL-L
0004 teo5A LLEEELLLLLHHHHHHHLLEEEEEEEL LL LHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLEEEEEE LHHHHHHLLLLLLLEEEEEELLLLLL
eees tee3Aa LLLELEEEEL LEEE HHHHLLLLEEEEEELLLLHHHHHHLLLLLLLEEEEEEL L
oeo6 teedA LLEEEELLLLHHHHHHHLLEEEEEEEL LL LHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLEEEEEEELLLLHHHHHHLLLLLLLEEEEEELLLLLL

0007 toesA LLLL-LLLLLLLLEELL HHHHHHHLLEEEEEEEL L L LHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLEEEEEEELL LHHHHHHHLLLLLLLEEEEEELL
0008 tea7A LLHH HH LLLL
0e0e9 teelA LLLL-LLL LLEELLLLLHHHHL LLLLLEEEEEELLL LHHHHHHHHHHHHHHHHL LLL - LEEEEEELLLLI HHHHHLLLLLLLEEEEELL-LLLL

eel1e teesA LLLLEELLLLLHHHHHLLLLEEEEEEEL LL LHHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLEEEEEEELLLLHHHHHHLLLLLLLEEEEELL LL
0011 teleA LLLLEEELLLLLHHHHHLLLLEEEEEEELL L LHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLEEEEEEELLLHHHHHHHLLLLLLLEEEEEL LLLL
100 : : : : | : : : H 200 : :
YEGPRTAEATV KQSOPAVAVVADLPA E v KIDADFNATF A DYDF ENADD P DEPVV KKADTADAD' KWLQVEALPYFGE
YDGPRTADGIVSHLKKQAGPA! L SDKDASVVGFF S FLKAASHLRDNYRFAHT S-GEGIILFRP DKTV, EOK KKFIQEN TE
EYNGPREAEGIVTYLKKQSGPASAE ADDASEVSDKKVWVVGIF FMATAEKLR DFAHT: S VRLFKPFD V DFDGEALEKFVKE PL F
PEEYAGPKTAEGIAEWL GPSATHLEGVOA D VVIGFFQD DMATFLALA DMTFGFTI DTVVLFK RADF LD LSRF LVTEF
POEY! ITAWLKKKTGPVAKPLAD-ADAVIE DVVVIGYFKDTSDDAKTFLEVAAG DVPFG GEGIVLFKKFDD-GRVAFDEK LTODGLKTWIQANRLALVSEFT!
PKEY READDIVNWLKKRTGPAASTLSD -GAAAEAES VAVIGFFKDESDSAKOFFLAAE DIPFGITSNS -DKDGVVLFKKFDE -GRHNF LLDFIKHNQLPLVIEFTE
EKYDSDRTELGFTN E
P E E DVWVILGVF AANTLREDYKFHHT VLMQP VD ASATK ALPLVG
PTDYNGORTAKATL G
PVDYDGGRT v E A Vi
EKY! ROLD N KQAG VI EE
100 : : : H | : H : H 2008 : :
EEELLLLLLHHHHHHHHHHHL LLLEEELLLHHHHHHHIL LLLLLEEEEEE LLLHHHHHHHHHHHHHLLLLLEEEEEELL L LLLEEEEEELL EEELLLLHHHHLLHHHHHHHHHHHLLLL LL
EEELLLLLLHHHHHHHHHHHHLLLLEEELL -HHHHHHHLLLLLEEEEEELLL LHHHHHHHHHHHHELLLLEEEEELLHH - LEEEEEELL LLEEELLLLL LLHHHHHHHHHHHLLLLLLEELL
EEELLLLLLHHHHHHHHHHHHLLLLEELLL -HHHHHHL LLLLLEEEEELLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLEEEEELL -1 LLLEEEEEL LLL-LLEEEEL LLLHHHHHHHHHHHLLLLEEEEL
EELLLLLLHHHHHHHHHHHHLLLLEELLHHHHHH -HHLL EEEEELLLLLHHHHHHHHHHHHL - LLLEEEEELLHHLLLEEEEEELLLL - - EEE LLL- LLLHHHHHHHHHHHHLLLEEELLL
EEELL HHHHHHHHLLLLLEELLL -HHHHHHHHHLLEEEEEELLLLLHHHHHHHHHHHLLL - LLLEEEELLH LLLEEEEEELLLL - LEEELLLL L LHHHHHHHHHHHLLLLEEELL

EELLLLLLHHHHHHHHHHHHLLLLEELLL -HHHHHHHLLL -FEEEEELLLLLHHHHHHHHHHL L LL-LLI EEEELLH-LLLEEEEEELLLL -LEEELLL LLLHHHHHHHHHL L LLLLEEELLL
EEEELLLLLHHHHHHHHHHHH
LLEEELLL-HHHHHHHHLLLLEEEEELLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLL L EEEELLH- LLLEEEEEL L LLLEE LLIL-LHHHHHHHHHHHLLLLEEEEFLL

EEELLLLLHHHHHHHHHHHH LLL L HHH L
EELLLLLLHHHHHHHHHHHH L HHHHHHHHL LLLEELLLLLLL
EELLLLLLHHHHHHHHHHHHL - - L HHH HH LLLHH
H H H H H 300 H H H H N
E GYLFYN ELEEYKPLFTELAK G FVSIDARKFGRI KEQFPLFAI EDLKY EEAFDELSDK ESKATESIVKDFLKG PTVKSQEIFENQDSSVEQL
I D YDOVD N AKKFL-KLNF FSHELSDFGL PVVAIRT. K E EF ALERFLQDYFDGNLKRYLKSEPTPESNDGPVKVV'
KFFE LFIN AESLKSKYREVATSNKGGLSF DA LEESVPLITIQT DKKY EVDOIESWVKDFKDGKTIAPHKKSQ
TSPKIFAAKINHLLLFVN EL FREAAPPFRGQVLFVMVDVAAI LNYFGLKAEAP INVETTKKYAP FCQAVLHGEIKHYLL SQEIPPDDOGPVKTL
TASVIFGGEISHNLLFVSKSSE L FKNAAKQFKGKVLFVYINTDVNARTMEF FGLKKEL PATIRLISLEEMTKFKP EE ISKFTQNYLDGSVKPHLMSEDIPEDDKNPVKTL'
TAPKIFGGEITHILLFLPKVSDYE FKKAAESFKGKTLFTFIDSD RTLE ECPA ITLEEMTKYKPE ITEF FLEGKTKPHLMSQEL PDDDKOQPVKVL'
K K YSVD NKVLEVAKDF F D ATEVKD E AT KKFAMEPE EFDSDAL QEFVMAFKKGKL KPVTKSQPVP GPVRVV'
K KYDGG S INE G D
L
B H B ' H H 300 H H H H H
HHHHHHHLLLL EEEEEEL LHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLEEEEEE HHHHLLLLLLLLEEEEEELLLLEEEELLLLLHHHHHLLLLLL LLLHHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEEEE
HHHH LLLEEEEEEL L LHHHHHHHHHHHHHHHHHH - LLEEEEEELLLLHHHHHHHLLLL L LLEEEEELL - LLLEEELLL LLLLHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEE
HHHHHHHLLLEEEEEEELLLL L HHHHHHHHHHHHHHLLLLEEEEEEE LHHHHHH- - LLHHLLEEEEEL -LLLLEEEELL LLLLHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLL
HHHHHHLLLEEEEEEEL L - HHHHHHHHHHHH | HHHLLLFEEEEEELLLLI HHHHHLLLLHHLLEEEEEELLLLLEEL LLLL LLLHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEEE
HHHHHHHLLLEEEEEEELLLI | HHHHHHHHHHHHHHHL L LLEEEEEEL LLHHHHHHHLLLLHHLLEEEEEELLLLFEEL LL LLLLHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEEEE
HHHHHI LLLEEEEEEELLLI | HHHHHHHHHHHHHHHLL LLEEEEEEL L LHHHHHHH- LLLI HLLEEEEEEFLLFEFEELLL LLLIHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEEEE
HHH LLI EEEEEEL L LHHHHHHHHHHHHHH L-LLEEEEEELLLLHHHHHH -LLHHI LLEEEEEI L - LLLEEELLLL LLLHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEE
HHHHH L HHHHHHH HHHHH- - LLLL LLLLLLLL
LLLLLL
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: : : 400 : : : : | : : :
VGKNHDE IVNDPKKDVLV L YYAPWCGHCKRLAPTYOEL YAN DVILIAKLDHTENDVRGVVIEGYPTT PGGKK YOGSRSL FIKENGHFDVDGKALYEEAQEKAAE

VAENFDEIVNNENKDVLIEFYAPWCGHCKNLEPKYKELGEK DPNIVIAKMDATANDV VRGFPTIYFSPANK PKKYEGGRELSDF L T QEE K
DDIV LLEFYAP Q D VIAKLDATA D
VSKNF FDETKNVFVKFYAPWCSHCKEMAP. LAEKYK -DREDIVIAELDATANE LEAFSVLGYPTLKFFPAG KVIDY: RDLETFSKFLDSGG
VGKNF DNTKNVLVEFYAPWCGHCKQLAPT LGEKFA-DDESIVIAKMDSTLNEVEDVK FPTIKFFPA KVVDYTGDRTIEGFTKFLETNG
VGKNFEEVAFDEKK EFYAPWCG A D
VGKTFDATVMDPKKDVLTEFYAPWCGHCKQLEPVYTSLGKKY! DILVIAKMDATAND KVEGFPTIYFAPSGDKKNPIKFEGNRDLEHLSKFTIDEHAT!
KD E L5D

: H H 400 H ! H : | : : H
L HHHHHHLLLLL EEEEEELLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHLLL LEEEEEE LLLLLLLLLLLLEEEEELLLLLLLLLELLLLLLHHHHHHHHHHHLL L LL LHHHHHHHHHHEHLL
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APENDICE IV. Alineamiento de estructuras secundarias de proteinas Dsb

realizado con Dali. a-hélices (H), hebras 3 (E) y asas (L).
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APENDICE V. Conservacion de aminoacidos en ortélogos de las 11 PDI
seleccionadas. Entre mas grande el tamafio de la letra hay una mayor

conservacion con proteinas ortélogas.
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