
Casa abierta al tiempo 

UNIVERSIDAD AUTONOMA 
METROPOLITANA 

UNIDAD IZTAPALAPA 

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA 

DEPARTAMENTO DE OUIMICA 

PREDICCION DEL ARREGLO TRIDl~/ENSIONAL DEL 
PROSEGMENTO DE PAPAINA SIN EL EMPLEO DE 

HOMOLOGOS ESTRUCTURALES . POSIBLES 
ESCENARIOS DE LAS FUNCIONES QUE REALIZAN 

LOS PROSEGMENTOS DE PROTEASAS 
SULFHIDRILICAS. 

T E s . 1 s 
Q U E PRESENTA: 

ALBERTA JAQUEUNE PADILLA ZUÑIGA 

PARA OBTENER EL GRADO DE: 

DOCTOR EN CIENCIAS 

JULIO DE 2001 



~ abierta al tiempo 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

PREDICCIÓN DEL ARREGLO TRIDIMENSIONAL DEL PROSEGMENTO 

DE PAPAÍNA SIN EL EMPLEO DE HOMÓLOGOS ESTRUCTURALES. 

POSIBLES ESCENARIOS DE LAS FUNCIONES QUE REALIZAN LOS 

PROSEGMENTOS DE PROTEASAS SULFHIDRÍLICAS. 

TESIS QUE PRESENTA: 

ALBERTA JAQUELINE PADILLA ZúÑIGA 

PARA OBTENER EL GRADO DE: 

DOCTOR EN CIENCIAS 

JULIO DE 2001 

DIVISIÓN DE CIENCIAS BÁSICAS E INGENIERÍA 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA 

U NIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPO LITANA 

UNIDAD IZTAPALAPA 



1, 

: 

ESTE TRABAJO SE REALIZÓ EN EL ÁREA DE BIOFISICOQUÍMICA 

DEL DEPARTAMENTO DE QUÍMICA, BAJO LA ASESORÍA DEL DR. 

ARTURO ROJO DOMÍNGUEZ Y CON EL APOYO FINANCIERO 

TANTO DE CONACyT, A TRAVÉS DE LA BECA NÚMERO 894455 Y 

DEL CONVENIO 400200-5-29124E, COMO DEL CONVENIO 98-

252 DE LA THIRD WORLD ACADEMY OF SCIENCES. 

2 

,, 

j 



AGRADECIMIENTOS 

Deseo expresar mi profundo agradecimiento a las personas que -
hicieron posible la realización de este trabajo: 

Agradezco al Dr. Ruy Pérez Montfort, a la Dra. Emma Saavedra 
Lira y a la Mtra. María Elena Chánez Cárdenas por su valiosa 

ayuda al lograr la expresión del prosegmento de papaína. 

Agradezco muy sinceramente al Dr. Peter Reilly, al Dr. Andrés 
Hernández Arana y al Dr. Robin P. Sagar por sus acertadas 

observaciones y comentarios al respecto de la redacción del 
artículo original. 

Asimismo agradezco la cooperación del Dr. Alfonso Valencia, del 
Dr. Hannes Floeckner, del Dr. Jong Park y del Dr. Yo Matsuo por 

-su gentileza al aceptar someter la secuencia de propapaína a sus 
algoritmos de cómputo. 

Al Dr. Arturo Rojo Domínguez le agradezco sinceramente el 
haber compartido sus conocimientos y experiencia para la 

conceptualización, la interpretación y cauce de este trabajo de 
tesis. 

También agradezco a mis compañeros y amigos del Área de 
Biofisicoquímica y de la Universidad, por sus alentadoras 

palabras y su ayuda incondicional. 

Agradezco a mi familia por su comprensión, su apoyo, su infinita 
paciencia y su cariño. 

3 



"Perhaps the most remarkable features 
of the molecule are its complexity and its 
lack of symmetry. The arrangement seems 
to be almost totally lacking of regularities 
which one instinctively anticipates, and it is 
more complicated than has been predicted 
by any theory of protein structure" 

John Kendrew, 1958 

Opinión respecto a la estructura tridimensional de la molécula de 
mioglobina, determinada por propio Dr. Kendrew en ese año. 
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES 

PREDICCIÓN ESTRUCTURAL DE PROTEÍNAS 

Actualmente uno de los mayores retos en biología estructural es la 

interpretación de las reglas que gobiernan el plegamiento de las proteínas y que 

las conducen hacia la adquisición de una estructura única entre la inmensa 

cantidad de conformaciones posibles [Levinthal, 1968]. El conocimiento de las 

bases moleculares de estas reglas permitiría la comprensión de los elementos 

estructurales que confieren a las proteínas tanto estabilidad como actividad 

biológica e imprimiría un gran impulso al diseño de macromoléculas con funciones 

nuevas, desarrolladas de manera racional. Además, haría posible anticipar la 

función y la estructura de proteínas en los casos en que la única información 

disponible fuese la estructura primaria. 

El hecho de que existan cerca de 15,000 proteínas con estructura -

tridimensional conocida a través de métodos experimentales de difracción de 

rayos X y RMN, ha permitido estudiar y clasificar a estas macromoléculas de 

acuerdo con sus características conformacionales. Sin embargo, dado que la 

cantidad de secuencias de aminoácidos determinada hasta ahora es al menos un 

orden de magnitud mayor que el número de proteínas con estructura 

tridimensional caracterizada, y que esta diferencia- tiende a ser aún mayor, el 

empleo de métodos alternos para identificar la arquitectura nativa o los rasgos 

estructurales globales de estas macromoléculas, se vuelve cada vez más 

necesario. 

Para abordar el estudio estructural de proteínas existen actualmente diversos 

métodos alternativos a las aproximaciones experimentales. En estos métodos se 

llevan a cabo predicciones tridimensionales que son especialmente útiles cuando 

se carece de una muestra física de la macromolécula de interés o cuando el 

manejo de la misma resulta difícil. La predicción estructural en proteínas es una 

labor que ha venido desarrollándose desde hace varios años con resultados 

alentadores [r.,,íorea, 1998; Sánchez, 1997]. En la mayoría de los casos el éxito de 
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una predicción depende del tipo y cantidad de información que se encuentre 

disponible, así como de la intuición y experiencia del investigador. En la actualidad 

es posible predecir con detalle atómico la geometría de una cadena polipeptídica 

mediante el uso de métodos de homología en secuencia con proteínas ya · 

caracterizadas. Incluso, es factible identificar estructuras que sean acordes con 

una secuencia de aminoácidos dada a través de técnicas de reconocimiento de 

patrones de plegamiento, las cuales realizan una búsqueda sobre bases de datos 

de información tridimensional. 

De manera alterna a la predicción basada en la comparación directa con la 

estructura tridimensional de proteínas, existen métodos que se fundan en 

observaciones generales inferidas del estudio y clasificación de las características 

geométricas de grandes conjuntos de proteínas. Tales métodos, que no emplean 

homólogos estructurales, tienen como propósito el generar un arreglo espacial de 

la proteína de interés a partir de predicciones de estructura secundaria y terciaria 

que deriven del análisis de alineamientos múltiples de secuencias emparentadas 

con la molécula de estudio. El trabajo de predicción en estos casos tiene mejores 

oportunidades de ser exitoso si se dispone de información experimental con 

implicaciones estructurales de la propia proteína o de algún homólogo cercano; ya 

que de esta forma la construcción del modelo podría contar con útiles 

restricciones. Otros métodos, que tampoco hacen uso de estructuras 

tridimensionales, consisten en búsquedas conformacionales de la geometría del 

estado nativo, o de diferentes etapas del proceso de plegamiento de proteínas, 

mediante el empleo de péptidos simplificados. Los resultados que rinden estos 

métodos proveen modelos tridimensionales con distinto grado de detalle que han 

llegado a ser de gran utilidad cognoscitiva y que incluso, podrían aportar 

información no accesible por métodos experimentales [Karplus, 1995; Marea, 

1998]. 
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PROTEASASYPROSEGMENTOS 

Las proteasas son enzimas que hidrolizan enlaces peptídicos en los sistemas 

biológicos. Estas enzimas se encuentran en todas las células y cumplen la función 

de degradación de proteínas no necesarias o que hayan sufrido algún daño. 

Además, permiten la digestión de los alimentos, regulan la función de otras 

proteínas y están involucradas en el desarrollo de ciertas enfermedades. Muchas 

proteasas han sido ampliamente estudiadas y son actualmente de considerable 

interés industrial [ACE; Albrecht; Deerland Corp.]. De acuerdo con los grupos 

químicos que constituyen sus sitios activos se conocen cuatro clases generales de 

enzimas proteolíticas: metaloproteasas, proteasas serínicas, proteasas ácidas o 

aspárticas y proteasas sulfhidrílicas o cisteínicas. 

Prácticamente todas las proteasas se sintetizan en las células en la forma de 

precursores inactivos o zimógenos [Erickson, 1989; Neurath, 1989]. Estos 

precursores están constituidos por una cadena de aminoácidos conocida como 

prosegmento, propéptido o prorregión, la cual se une covalentemente al extremo 

amino (N) terminal de la enzima a través de un enlace peptídico. La extensión de 

los prosegmentos puede variar ampliamente desde menos de 30 residuos, como 

en el caso de la tripsina, hasta más de 200 aminoácidos, como el propéptido de la 

catepsina C [Jerala, 1998]. 

La gran diversidad de funciones que realizan los prosegmentos hace muy 

atractivo su estudio ya que resultan ser indispensables en los procesos de 

expresión y de compartamentalización celular [Vernet, 1995; Chapman, 1997], así 

como de inhibición y adquisición de la estructura funcional de la proteína a la que 

se encuentran unidos [Fusek, 1991; Winther, 1991; Baker, 1992; Fax, 1992; Hu, 

1994]. Aunque esta serie de funciones está bien documentada, los mecanismos 

moleculares de acción de los prosegmentos todavía no se han esclarecido 

completamente. Se sabe que cuando se genera alguna señal en el medio celular, 

los precursores son procesados para dar lugar a la proteína madura y 

completamente funcional. Como lo ha propuesto Neurath [1989], las precauciones 

que toma la célula en proveer a estas enzimas de un prosegmento parecen derivar 

de la necesidad de regular estrechamente la actividad proteolítica d8 las mismas. 
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El mecanismo de procesamiento mediante el cual se escinde el enlace covalente 

que une al prosegmento con la enzima madura es todavía incierto, pues para 

llevar a cabo esta reacción de lisis existen informes de la intervención de 

moléculas del zimógeno o de la propia enzima activa (llamados procesos cis ínter -

e intramolecular, respectivamente) [Vernet, 1995], y también de proteasas 

exógenas (proceso trans) [Vernet, 1995; Jerala, 1998]. La existencia del proceso 

de activación intramolecular se ha demostrado con el hallazgo de actividad 

marginal en precursores de proteasas serínicas, aspárticas, metaloproteasas, 

[Kassell , 1973], y recientemente también en proteasas cisteínicas [Vernet, 1991 ; 

Masan, 1992; lshido, 1995; Doran, 1999]. Aunque aún no se ha establecido si este 

mecanismo de activación es significativo en el medio celular, existe evidencia de 

su manifestación in vitro [Taylor, 1995; Mach, 1994]. 

En las proteasas sulfhidrílicas se han hecho estudios comparativos sobre las 

secuencias de las regiones maduras y de los prosegmentos, y se ha propuesto la 

existencia de dos subfamilias genéticas que se distinguen por la extensión de su 

cadena polipeptídica y por presentar huellas o firmas características en su 

secuencias [Karrer, 1993]. Las dos subfamilias comprenden por una parte a las 

proteínas del tipo de la papaína, con propéptidos de más de 90 residuos, y por 

otra a las del tipo catepsina B, que presentan longitudes cercanas a los 60 

residuos en su prorregión (prosegmentos de cadena larga y corta, 

respectivamente). 

Con relación a la acción inhibitoria de los prosegmentos de proteasas 

sulfhidrílicas se sabe que las constantes de disociación de los complejos enzima 

cognada-prosegmento son del orden de 10-7 a 10-9 M [Taylor, 1995]. También se 

ha reportado que los valores de estas constantes presentan diferencias hasta de 

tres órdenes de magnitud cuando se comparan los procesos de unión de un 

mismo propéptido con distintas proteasas homólogas [Taylor, 1995; Fax, 1992]; 

evidencia de que los prosegmentos son inhibidores altamente específicos de sus 

proteasas correspondientes. 
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FUNCIÓN DE ASISTENCIA AL PLEGAMIENTO EJERCIDA 
PORLOSPROSEGMENTOS 

Quizá la función más impresionante y menos comprendida de los 

prosegmentos sea la de facilitar o guiar el plegamiento, e incluso inducir el . 

replegamiento, de la enzima que se sintetiza covalentemente unida a ellos. 

Mientras que en algunos trabajos sobre prosegmentos de proteasas se indica que 

los residuos cercanos al extremo carboxilo terminal de las prorregiones resultan 

ser los más importantes en el plegamiento de la proteína [Peters, 1998], en otros 

casos se afirma que son los residuos intermedios en la cadena del propéptido 

quienes parecen conducir el correcto plegamiento de la enzima [Vernet, 1995]. 

Incluso, el prosegmento ha llegado a ser prescindible en el plegamiento de una 

proteasa sometida a mutaciones dirigidas [Bryan, 1992]. Por otra parte, respecto al 

modo de operación se ha propuesto que los prosegmentos funcionan como 

verdaderos chaperones moleculares [Winther, 1994], aunque también se ha 

establecido que en realidad favorecen el plegamiento de manera específica 

[Baker, 1993]. Las ideas contradictorias en estos reportes ponen de manifiesto la 

limitada comprensión que se tiene sobre la forma en que los prosegmentos 

promueven el plegamiento de la enzima madura. 

POSIBLES IMPLICACIONES DEL ESTUDIO DE PROSEGMENTOS 
DE PROTEASAS 

Debido a la importancia de las funciones que realizan los prosegmentos en el . 

medio celular, cualquier contribución a la elucidación de los detalles estructurales 

de sus mecanismos de acción podría ser de utilidad en el bosquejo de las rutas de 

adquisición de la estructura nativa de proteínas asistidas por otras moléculas. Con 

ello tal vez fuese posible generar elementos para replantear el dogma central del 

plegamiento de proteínas, el cual establece que la estructura tridimensional de 

estas macromoléculas se encuentra codificada completamente en su secuencia de 

aminoácidos [Branden, 1991]. 

En el campo de las aplicaciones farmacéuticas, los avances en el estudio de 

las interacciones entre el prosegmento y la enzima podrían ser importantes para 

sentar las ba!:es del desarrollo de 1:ihibidores específico,. con alta afinidad . E~+o 
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permitiría regular la actividad enzimática de proteasas involucradas en la 

metástasis tumoral y en el desarrollo de enfermedades degenerativas como 

artritis, resorción de hueso, osteoporosis y Alzheimer [Tao, 1994]. Por otra parte 

en el campo industrial resultaría de gran importancia incidir sobre el diseño de -

proteínas que pudieran manipularse con facilidad y que toleraran tiempos 

prolongados de almacenamiento; a través del control de su autólisis. Igualmente 

sería deseable contribuir a la creación de polipéptidos que hicieran posible revertir, 

al menos en parte, el proceso de desplegamiento de las enzimas proteolíticas de 

uso más extendido. 

OBJETIVO Y MARCO DE DESARROLLO DEL TRABAJO 

El interés en el estudio conformacional del propéptido de papaína surge de 

trabajos previos realizados en el Área de Biofisicoquímica de la UAM-lztapalapa 

sobre la estructura y estabilidad de diferentes miembros de la familia de las 

proteasas sulfhidrílicas vegetales [Solís, 1992; 1993; 1998]. Las enzimas de esta 

familia están conformadas por una sola cadena polipeptídica de cerca de 200 

residuos, su estructura corresponde a la clasificación alfa + beta, poseen dos 

dominios estructurales de aproximadamente 100 aminoácidos cada uno. Su sitio 

activo está integrado por los residuos histidina y asparagina, además de la cisteína 

esencial y se sabe que sufren un proceso de desplegamiento irreversible. La 

proteína de esta familia que más ampliamente se ha estudiado es la papaína, a la 

que se considera el arquetipo de las proteasas sulfhidrílicas. La papaína madura 

cuenta con una cadena de 212 residuos que se pliega para dar lugar a una región 

con un contenido helicoidal relativamente alto (dominio 1) y a otra constituida 

principalmente por hojas beta (dominio 2). Adicionalmente a la región madura, el 

zimógeno de papaína comprende un propéptido de 107 residuos que, por su 

extensión, es equiparable con cualquiera de los dominios de la enzima funcional. 

Dada la gran diversidad de funciones que se han asociado a los segmentos 

de aminoácidos previos a la porción madura de las distintas proteasas, el estudio 

de la interacción de la papaína con su propéptido resultaba de gran interés en 

nuestro grupo para esbozar interpretaciones estructurales de los mecanismos de 
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acción del prosegmento que pudieran generalizarse a otros miembros de la familia 

de las proteasas cisteínicas. 

Un hecho trascendente al iniciar el estudio estructural del propéptido de 

papaína era que no se contaba con una muestra biológica que permitiera la · 

caracterización de la estructura tridimensional por métodos experimentales. Sin 

embargo, se conocía la existencia de diversos métodos y bases de datos de 

proteínas, así como de algunas estrategias para la asignación de estructura 

secundaria y terciaria a partir del análisis de secuencias. De esta forma, el objetivo 

general del trabajo de tesis fue la predicción del arreglo tridimensional del 

prosegmento de papaína. 

Una situación favorable que rodeaba a este trabajo era el anuncio de la 

liberación próxima de las coordenadas cristalográficas de un homólogo en 

secuencia al zimógeno de papaína, la procatepsina L humana, cuyo prosegmento 

comparte con el propéptido de papaína un 37% de identidad en estructura 

primaria. Este hecho establecía un marco semejante a las llamadas "pruebas 

ciegas" que resultan ser invaluables en la determinación de la confiabilidad de un 

método de predicción estructural, puesto que permiten estimar en corto plazo los 

aciertos y las sobreestimaciones en las decisiones tomadas durante el desarrollo 

del trabajo. 

Cuando se tenían algunos resultados preliminares del modelado, fue posible 

obtener del laboratorio del Dr. Ruy Pérez Montfort (Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM) una muestra recombinante del prosegmento de papaína. Esto abrió la 

posibilidad de realizar estudios espectroscópicos del prosegmento que fueran de 

utilidad para validar algunas de las premisas generadas durante el trabajo de 

predicción. Los resultados de estos experimentos se incorporaron al presente 

reporte escrito. 

Antes de la liberación de la estructura tridimensional de procatepsina L fue 

publicada la estructura cristalográfica de un homólogo aún más cercano al 

precursor de papaína, la procaricaína [Groves, 1996], cuyo prosegmento mantiene 

un porcentaje de identidad en secuencia del 73% con el propéptido de la proteína 

bajo estudio. La relevancia de este hecho era que se tendría acceso a la 
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información tridimensional de dos proteínas pertenecientes a la subfamilia 

genética de la papaína. Todos estos elementos hicieron posible el complementar 

el trabajo teórico con un estudio comparativo entre las estructuras tridimensionales 

experimentales y las características geométricas propuestas para los · 

prosegmentos de cadena larga. También de esta manera surgió la posibilidad de 

generar propuestas moleculares para explicar, al menos en parte, algunas de las 

funciones de estos prosegmentos. 

Con la información reunida en las etapas de análisis teórico, de trabajo 

experimental y de revisión estructural de proteínas emparentadas, el esquema de 

la tesis se dividió en tres partes: la predicción del arreglo tridimensional del 

prosegmento de papaína, la comparación entre el modelo generado y las 

estructuras cristalográficas de los homólogos cercanos, y finalmente, la 

interpretación de la información originada en las dos etapas anteriores para 

proponer algunos detalles sobre las funciones que realizan los prosegmentos y 

precursores de las proteasas sulfhidrílicas 
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CAPÍTULO 2 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

INDICIOS DE LA CONFORMACIÓN PLEGADA 
DEL PROPÉPTIDO DE PAPAÍNA 

Una de las inquietudes surgidas al inicio del trabajo de tesis era saber si el 

propéptido bajo estudio tendría realmente una conformación plegada. Cuando se 

revisaron algunas secuencias homólogas al prosegmento de papaína, se 

encontraron dos proteínas de ratón (con códigos CT2A_MOUSE y CT2B_MOUSE) 

las cuales se sintetizan en las células sin la zona correspondiente a la región 

enzimática de las proteasas sulfhidrílicas. Ambas proteínas son potentes 

inhibidores de papaína [Delaria, 1994; Yamamoto, 1999] y, de acuerdo con un 

análisis de huellas funcionales sobre sus secuencias, poseen un sitio potencial de 

reconocimiento de nucleótidos. Estos hechos parecen indicar que las cadenas de 

tales proteínas consiguen un arreglo espacial que las habilita para realizar 

funciones biológicas, lo cual constituye una evidencia indirecta de que el 

propéptido podría tener una estructura terciaria particular. Por otro lado, se 

identificaron dos secuencias de homólogos a las enzimas proteolíticas de estudio, 

codificadas como: TES1_RAT y P34_SOYBN, donde la cisteína del sitio activo ha 

mutado e incluso donde, según reportes experimentales, la porción madura de 

TES1_RAT ha perdido la función proteolítica y su propéptido carece ya de 

propiedades inhibitorias [Cheng, 1993]. Dado que se sabe que estas dos proteínas 

existen como especies de 37 y 34 kDa, respectivamente [Cheng, 1993; Kalinski , 

1992], es de suponer que poseen tres dominios funcionales en su molécula y que 

la prorregión se ha convertido en una parte integral del sistema molecular. 

Adicionalmente, de acuerdo con el reporte cristalográfico de Gallagher et al. 

[1995], se sabe que la región correspondiente al prosegmento de subtilisina posee 

estructura globular. 

Una de las evidencias experimentales más directamente relacionadas con la 

conformación del prosegmento de papaína es el reporte de Taylor et al. [1995] , 

quienes encontraron un comportamiento cooperativo de la cadena del propéptido 
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durante su desplegamiento térmico. Por otra parte, un análisis de la secuencia del 

prosegmento realizado bajo el criterio de globularidad, desarrollado por Rost 

[1998], indicó una alta probabilidad de que el polipéptido libre de la enzima madura 

adquiriera una conformación semejante a la de un ovillo. 

PREDICCIÓN DEL ARREGLO TRIDIMENSIONAL 
DEL PROSEGMENTO DE PAPAÍNA 

Uno de los métodos que ha rendido mejores resultados en la predicción de la 

geometría de proteínas es el conocido como modelado por homología o por 

comparación. El fundamento de este método es que existe una clara relación entre 

la identidad en secuencia y la similitud estructural de las proteínas. De hecho, se 

ha visto que proteínas con una identidad en secuencia mayor al 50% poseen una 

diferencia promedio entre los átomos de sus cadenas superpuestas menor o igual 

a 1 A [Morea, 1998]. De esta forma, mientras la identidad en secuencia sea 

suficientemente alta, una proteína de estructura conocida podría funcionar como 

buen templete o molde tridimensional para construir la molécula de interés 

[Mosimann, 1995]. Normalmente se considera que el límite inferior de identidad en 

secuencia para realizar un modelado por homología confiable es del 25% [von 

Rague-Schleyer, 1998]. 

En el caso que nos ocupa, el primer intento para asignar una estructura 

tridimensional al prosegmento de papaína fue el emprender un modelado por 

homología. Para ello se realizaron búsquedas masivas por identidad y similitud en ­

secuencia sobre las estructuras depositadas hasta ese momento en el Banco de 

Datos de Proteínas, PDB [Bernstein, 1977]. Después de probar muchas 

combinaciones en los datos de entrada, que consistieron incluso en utilizar 

fracciones de la cadena polipeptídica del prosegmento, se obtuvieron como 

resultado diversas proteínas o segmentos de ellas que al ser comparadas entre sí 

mostraron elementos estructurales incompatibles, lo cual impidió la identificación 

de una geometría útil para representar al propéptido bajo estudio. 

El siguiente intento para localizar una estructura tridimensional que sirviera 

como punto de partida para el modelado consistió en la identificación de patrones 
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de plegamiento compatibles con el prosegmento de papaína. Estos métodos 

tienen la ventaja de no requerir identidad en secuencia detectable entre proteínas, 

y se basan en la idea de que la gran mayoría de las estructuras de proteína que se 

conocen actualmente pueden ser agrupadas en un número limitado de arreglos -

geométricos característicos [Zvelebil , 1987], por lo cual, las nuevas proteínas 

secuenciadas muy probablemente poseerán patrones de plegamiento reportados 

con antelación. Al someter la secuencia del prosegmento de papaína a diversos 

programas de reconocimiento de patrones de plegamiento, solamente se 

identificaron pequeños fragmentos moleculares aislados con puntuación de baja 

significancia estadística, y nuevamente hubo casos donde al emplear programas 

independientes para analizar la misma zona de la cadena se obtuvieron 

predicciones contradictorias de estructura secundaria. Dos interpretaciones 

posibles de tales resultados son que los algoritmos empleados no poseían la 

sensibilidad necesaria para la localización de una geometría congruente con la 

secuencia de prueba, o bien, que no existía una estructura afín al prosegmento en 

las bases de datos correspondientes. Esto último podría deberse a su vez a que 

los criterios para seleccionar las proteínas en tales bases de datos soslayaban 

algunas estructuras tridimensionales, o quizá también, a que el patrón de 

plegamiento del prosegmento de papaína era inédito en el universo de proteínas 

caracterizadas. 

Debido a la falta de una estructura tridimensional que pudiera emplearse 

como punto de partida en la asignación de las características conformacionales 

del propéptido de papaína, el modelado por homología y la asignación de un 

patrón de plegamiento resultaban inaplicables. De esta forma, la única ruta viable 

era la predicción estructural a partir de principios de construcción generales de 

proteínas, donde se hace uso tanto de la información experimental disponible 

como de aquélla contenida en las secuencias de los prosegmentos homólogos a la 

proteína bajo estudio. 

Un camino alterno para alcanzar el objetivo propuesto en este trabajo era el 

considerar a la estructura tridimensional del propéptido de catepsina B de rata 

como templete adecuado para el prosegmento de papaína. De hecho, los detalles 
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atómicos de esta estructura eran accesibles a través del PDB [Cygler, 1996]. Sin 

embargo, al comparar la secuencia del prosegmento de papaína con la 

correspondiente a catepsina B resultó evidente el bajo porcentaje de identidad 

existente entre ellas (menor al 18%); la gran diferencia en longitud de las cadenas· 

polipeptídicas (62 y 107 residuos en los prosegmentos de catepsina B y papaína, 

respectivamente); y la presencia de distintas huellas de aminoácidos conservados 

en los alineamientos múltiples reportados por Karrer et al. [1993]. Todas estas 

divergencias derivadas del hecho de que los precursores de papaína y catepsina 

B pertenecen a subfamilias genéticas diferentes. Adicionalmente, a partir de la 

inspección visual de la estructura cristalográfica del zimógeno de catepsina B, no 

es imaginable una conformación globular para su prosegmento libre. 

Las etapas de desarrollo del trabajo de tesis durante la predicción del arreglo 

tridimensional del prosegmento de papaína fueron: a) búsqueda de las secuencias 

de homólogos al propéptido bajo estudio, b) construcción de un alineamiento 

múltiple de esas secuencias homóloga, c) predicción de las estructuras 

secundarias del propéptido de papaína, d) predicción de las posiciones expuestas 

al solvente y de la región de contacto con la enzima, e) ensamble tridimensional 

de la prorregión, y finalmente, f) estudios espectroscópicos sobre el prosegmento 

de papaína. 

BÚSQUEDA DE SECUENCIAS HOMÓLOGAS AL PROSEGMENTO 
DE PAPAÍNA Y ALINEAMIENTO MÚLTIPLE 

Cuando se llevó a cabo la búsqueda automática de proteínas similares al 

zimógeno de papaína se obtuvieron cerca de 500 secuencias distintas. Al realizar 

una revisión de estos resultados fue clara la presencia de representantes de las 

dos subfamilias genéticas, donde la mayor parte de las proteínas había sido 

localizada por su similitud con la región madura del zimógeno de papaína. Incluso 

algunas de las secuencias carecían del segmento correspondiente a la prorregión. 

Para conseguir resultados más concretos, en un siguiente intento se sometió al 

programa de búsqueda únicamente la porción de la cadena polipeptídica que 

corresponde al prosegmento de papaína (107 residuos) . En esta ocasión se 
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encontraron un poco más de 150 secuencias, las cuales fueron revisadas en su 

significancia estadística y en su función para seleccionar los homólogos más 

cercanos al propéptido bajo estudio. El resultado de esta selección comprendió 

141 secuencias que pertenecían en su totalidad a la subfamilia de prosegmentos · 

largos; lo cual fue muy alentador, porque si bien debía enfrentarse un tipo de 

predicción estructural sin templete tridimensional, se tenía por otro lado una alta 

posibilidad de localizar las zonas de importancia estructural dado el gran número 

de proteínas homólogas disponibles. 

Para continuar con el estudio de la información obtenida mediante la 

búsqueda de homólogos al propéptido de papaína, las 141 secuencias íntegras se 

sometieron al programa de alineamiento múltiple ClustalW [Thompson, 1994]. El 

alineamiento automático obtenido mostró desajustes en las zonas de mayor 

mutabilidad que dificultaban su interpretación. Con el objeto de refinar el acomodo 

de aminoácidos, las cadenas fueron analizadas por subconjuntos de proteínas 

emparentadas, los cuales permitieron identificar más fácilmente las regiones 

conservadas en cada posición de las secuencias. La información derivada de 

estos análisis se empleó como guía para realizar un ajuste manual al alineamiento 

de los 141 prosegmentos. En la figura 1 se muestra una parte representativa del 

alineamiento final, en el que sólo se han incluido las secuencias correspondientes 

a algunos de los prosegmentos considerados. 

A pesar de que en el alineamiento múltiple existe una gran diversidad 

filogenética, que se extiende desde organismos unicelulares hasta mamíferos, en 

la figura 1 resultan evidentes varias posiciones que mantienen invariantes sus 

propiedades físicas y químicas (polaridad, tamaño, carga, hidrofobicidad). Tales 

posiciones conforman tres huellas de aminoácidos que poseen más de un 70% de 

conservación en las 141 secuencias analizadas. Sobre estas huellas se 

encuentran indicados en. color gris los sitios ocupados por residuos hidrofóbicos 

según se muestra en la figura 1. La primera huella contiene tres sitios marcados y 

dos de ellos incluyen residuos aromáticos. La segunda huella contiene la firma 

reportada por Karrer et al. [1993], ERFNIN (en código de una letra), que es 

característica de los prosegmentos de cadena larga y que comprende en el 
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FIGURA 1. Alineamiento múltiple de secuencias homólogas al prosegmento de papaína. Las secuencias presentadas fueron obtenidas 

d~ las bases de datos Swiss-Prot y GenBank (gp). a) Se muestran 44 secuencias representativas de las 141 empleadas en este trabajo. La 

numeración de los residuos tiene como referencia la cadena de la prorregión de papaína (PAPA_CARPA). Las primeras 23 secuencias 

corresponden a plantas y de ellas las primeras cinco a proteasas de papaya (incluyendo caricaína; PAP3_CARPA). Las siguientes secuencias 

provienen de mamíferos (8), protozoarios (5), otros animales (3), hongos (4) y virus (1). Se resaltan los códigos de identificación de las proteínas 

mencionadas en el texto: P34_SOYBN, CATL_HUMAN, TES1_RAT y CT2A_MOUSE. Con negritas se destacan las posiciones conservadas a lo 

largo del alineamiento múltiple. Se indica la posición de las estructuras secundarias y los segmentos que las bordean (S1 a S5). b) Huellas o 

patrones conservados en las secuencias. Cada cuadro representa una posición del alineamiento en donde se anota la frecuencia de aparición del 

conjunto oe aminoácidos mostrado. Los residuos polares se sei'lalan con ( * ), las posiciones sin conservación con ( x ) y los residuos hidrofóbicos 

conservados se resaltan en gris. También se sei'lalan las posiciones de las firmas ERFNIN y GNFD en las huellas 2 y 3, respectivamente. 



presente análisis a los residuos 38 a 59 del prosegmento de papaína (numeración 

de referencia en todo este trabajo). Asimismo, fue posible encontrar otra huella 

que incluye los aminoácidos 63 a 82 y que contiene el arreglo GNFD, el cual 

parece estar ausente en los propéptidos del tipo catepsina B [Vernet, 1995]. En· 

esas zonas existen posiciones que resultan estar ocupadas por un restringido 

número y tipo de residuos; tal es el caso de los aminoácidos: 22, 25, 28, 31, 38, 

42, 46, 49, 53, 54, 57, 63, 67, 68, 70, 71, 72, 73, 74 y 77 que igualan o rebasan el 

90% de conservación en el alineamiento de los 141 prosegmentos y donde se 

mantienen fundamentalmente las características hidrofóbicas o polares. Dado que 

se trata de un estudio sobre secuencias homólogas pertenecientes a especies 

muy diferentes, es altamente probable que los residuos conservados, aún en las 

proteínas más distantes, desempeñen papeles importantes en la función o en la 

estabilidad de los prosegmentos analizados [Benner, 1995]. De manera 

complementaria, en el propio alineamiento múltiple son evidentes las regiones de 

alta variabilidad que bordean a las huellas anteriormente mencionadas. 

PREDICCIÓN DE ESTRUCTURA SECUNDARIA 

Cuando se intenta asignar características tridimensionales a una proteína, es 

útil contar con la ubicación tentativa de los elementos de estructura secundaria 

sobre la cadena polipeptídica. En este trabajo se emplearon los resultados 

generados por diversos algoritmos de predicción de estructura secundaria que 

permiten asignar un tipo de conformación específico (hélice alfa, cadena beta, 

estructura irregular y en algunos casos giro) a cada uno de los aminoácidos de 

una proteína, ya sea individualmente o dentro de un alineamiento múltiple de 

secuencias. Los resultados de la predicción sobre el prosegmento de papaína se 

muestran en la figura 2a donde, a pesar de la variabilidad en los atributos de 

conformación secundaria, es posible reconocer zonas amplias con predominante 

tendencia helicoidal y regiones más localizadas que son propensas a poseer 

conformación beta. 

Un problema común en la predicción de estructuras secundarias es la 

determinación precisa de los extremos inicial y final de los elementos individuales 
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involucrados. A fin de establecer límites de confiabilidad ponderable Benner et al. 

[1991] desarrollaron un algoritmo que se funda en el análisis de alineamientos 

múltiples de grupos de secuencias homólogas. La idea básica de este método es 

que la conservación de una posición en las secuencias es más valiosa en · 

información cuanto más divergentes sean las proteínas estudiadas; mientras que 

las diferencias locales son más significativas cuando éstas se verifican sobre 

polipéptidos semejantes. Así, dado que los prosegmentos de proteasas 

sulfhidrílicas considerados en este trabajo comparten una función biológica, es de 

esperar que en general, los elementos de estructura secundaria se mantengan 

conservados aún entre las proteínas más alejadas entre sí, y que los límites de 

estos elementos puedan ser determinados a partir de las regiones de mayor 

variabilidad o de mayor número de inserciones en los alineamientos múltiples. Las 

inserciones en un alineamiento de homólogos indican generalmente la presencia 

de giros o asas estructurales, las cuales desfavorecen la propagación de los 

elementos de estructura secundaria. De acuerdo con Benner [1995], la existencia 

de residuos de prolina o glicina adyacentes a una posición variable en un 

alineamiento múltiple de homólogos cercanos sugiere una interrupción de los 

elementos de estructura secundaria. Estas ideas y la tendencia reportada para 

ciertos aminoácidos a encontrarse en los extremos de elementos helicoidales 

[Parker, 1997; Aurora, 1998] fueron empleadas en el presente trabajo para 

deslindar las zonas de estructura secundaria predichas. Durante esta etapa de la 

predicción se emplearon nuevamente los subconjuntos de proteínas homólogas 

mencionados en la construcción del alineamiento múltiple y los resultados 

obtenidos se presentan en la figura 2a. Puede observarse que el uso de la 

información que delimita a las estructuras secundarias permite identificar, sobre el 

propéptido de papaína, tres zonas helicoidales y una región beta denotadas por 

H1, H2, H3 y 13, respectivamente. Las señales de terminación débiles que 

aparecen sobre la segunda hélice del propéptido podrían sugerir una ligera flexión 

en la parte central de este elemento. Los segmentos que conectan a las 

estructuras secundarias predichas también se muestran en la figura 2a y se 

representan con los símbolos S1 a S5. 
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PREDICCIÓN DE LOS RESIDUOS EXPUESTOS AL SOLVENTE 

Para estimar la localización espacial de los residuos de una proteína pueden 

generarse predicciones de la exposición al solvente de las cadenas de estas 

macromoléculas. Ello se consigue con el uso de algoritmos disponibles a través de· 

servidores remotos conectados en red, o bien con la utilización de métodos de 

revisión visual sobre conjuntos de proteínas homólogas alineadas. 

En este trabajo se utilizaron dos algoritmos independientes para predecir la 

exposición al solvente de la cadena lateral de cada aminoácido: PHDacc [Sander, 

1991] y ei método de Benner et al. (1994]. El primero de éstos realiza su 

predicción con un proceso automático basado en redes neuronales mientras que 

el segundo propone un análisis manual fundado en la identificación de zonas 

conservadas o de alta variabilidad de residuos; pero la estrategia en ambos casos 

es el análisis de conjuntos de secuencias homólogas. La información obtenida con 

estos métodos no sólo representa una valiosa herramienta para predecir 

características tridimensionales de las proteínas de interés, sino que además, 

anticipa la hidrofobicidad de cada sitio en la cadena polipeptídica. La asignación 

de exposición al solvente para las cadenas laterales del prosegmento de papaína 

se presenta en la figura 2b, donde es posible observar la sorprendente semejanza 

entre los resultados de ambos métodos. 

Al analizar la disposición de los residuos predichos como ocultos al solvente 

parece razonable esperar, de acuerdo con las observaciones de Lim [1974], que 

los elementos de estructura secundaria correspondientes a estas zonas posean 

naturaleza antipática, por lo que probablemente se encuentren localizados en la 

superficie de la proteína. Además, dada la coincidencia de los sitios ocultos con 

las posiciones hidrofóbicas conservadas en el alineamiento múltiple (señaladas 

con una barra vertical en la figura 2b), parece viable la existencia de un núcleo 

hidrofóbico común a los elementos de estructura secundaria. Este núcleo podría 

estar conformado por los residuos Leu18, Phe22, Trp25 del primer segmento 

helicoidal; Phe43, lle45, Phe46, Leu50, lle53 de la segunda hélice; Tyr63, Leu65 

del segmento beta; y finalmente Leu67, Phe70, Met73, Phe78 y Tyr82 que 
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pertenecen al segmento S4 y a la tercera región helicoidal propuesta (ver 

figura 1 b) . 

Es importante señalar que además de las asignaciones de exposición al 

solvente que reportan los programas mencionados en párrafos precedentes, es · 

posible identificar, por inspección de las diferentes secuencias de aminoácidos, 

algunos sitios de glicosilación potenciales. En las proteínas caracterizadas 

tridimensionalmente, estos sitios de glicosilación se localizan siempre en la 

superficie de las moléculas y de ahí resulta su importancia para la asignación de 

regiones expuestas en el prosegmento de papaína. Las huellas específicas para la 

unión de los carbohidratos a l_as proteínas son ampliamente conocidas [Bairoch, 

1993]. Una de estas huellas puede describirse con los símbolos en código de una 

letra; N-{P}-[ST] que indica la presencia en forma consecutiva de una asparagina, 

un aminoácido diferente a prolina y una serina o treonina [Hofmann, 1999]. Las 

posiciones de glicosilación para la proteína de estudio en este trabajo se 

detectaron experimentalmente sobre los aminoácidos 60 y 89 del prosegmento. La 

posición 54, si bien corresponde a un aspartafo en la secuencia de la prorregión 

de papaína, ha sido reportada como asparagina por Ramjee et al. [1996], lo que 

genera un sitio de glicosilación potencial sobre el propéptido y a ello se debe su 

inclusión en la predicción como sitio expuesto al solvente. Un hecho interesante es 

que a lo largo de las 141 secuencias del alineamiento múltiple también fue posible 

detectar varios sitios de glicosilación potenciales, y éstos se localizaron 

principalmente en la región que corresponde al segmento S5. Del análisis que dio 

lugar a la figura 3, donde se presentan las posiciones de mayor variabilidad sobre 

las secuencias en el alineamiento múltiple de prosegmentos, fue patente la alta 

incidencia de inserciones y pérdidas de aminoácidos en los segmentos S1, S3 y 

S5. Dado que se conoce que los mayores cambios entre secuencias homólogas 

se presentan fundamentalmente en regiones que no corresponden a estructuras 

secundarias, pero que las conectan entre sí, y que estas regiones se hallan 

normalmente en la superficie molecular [Branden, 1991], puede esperarse que 

justamente en el propéptido de papaína tales segmentos se encuentren expuestos 

al solvente, y que posiblemente constituyan giros o asas estructurales. 

26 



N 
-..¡ 

CI) 

.g 10 
"'O 
L.. 
O) 
c.. 
o 8 
CI) 

o 
"'O 
ro 
~ 6 
CI) 

e 
CI) 

o 
:o 4 u ,ro 
o 
e 

E 2 ro 
(1) 

"'O 

o 
Q) o 
E 

•:::J 
z 

• • 
~ 

□ o 
(O o (Q ~ 

o tID bl 
(Q 

' o o 
□ o Q 

ano □ CD oQcn 
©o ~ QíÍdQ ~ 

S1 H1 S2 H2 S3 f3 S4 
[ 

~- .. ---··· .. -·7 
- - .... ·- _.J 

[-_--~~- ~ - . - -~ 

o 10 20 30 40 50 60 70 

•• 11 -
o 

o □ 
bl o 
o OJ 

□ 
Obb□ [I]J(ib 
m:fgJ r:d3g 
~o □~ 
tm c:Elblo 

H3 S5 

80 90 100 

Posición en el prosegmento de papaína 
FIGURA 3. Inserciones y pérdidas de aminoácidos en el alineamiento múltiple. Los círculos y cuadros vacíos representan 

respectivamente las posiciones de inserción o pérdida de aminoácidos con relación a la secuencia del prosegmento de papaína. 

El eje vertical señala la longitud de dichos segmentos. Los símbolos llenos corresponden a segmentos mayores eje 1 O residuos. 
En la parte inferior del gráfico se muestran con rectángulos las posiciones de los elementos de estructura secundaria predichas 

para el propéptido. 



Una forma alterna de localizar residuos expuestos al solvente en una 

proteína [Benner, 1995] es la identificación, a través del análisis de alineamientos 

de secuencias emparentadas, de residuos triptofano (Trp) que han mutado por 

arginina (Arg) o viceversa a lo largo de la evolución. El argumento para justificar la · 

predicción terciaria de estos sitios es la semejanza en los codones que codifican a 

tales residuos y el hecho de que el cambio de un residuo hidrofóbico y extenso 

como Trp por un grupo con carga eléctrica (o viceversa) causaría un serio conflicto 

en el interior de una proteína. Después de una revisión sobre los subconjuntos de 

propéptidos homólogos, originados en la etapa de alineamiento, la ocurrencia de 

este tipo de mutaciones se observó en los residuos: 19, 39, 41, 56, 58, 64, 75, 84, 

86 y 106. Tales posiciones se consideraron expuestas al solvente y se anexaron a 

las predicciones descritas en los párrafos anteriores para la construcción del 

patrón tridimensional que nos ocupa en este trabajo. 

PREDICCIÓN DE LA REGIÓN DE CONTACTO ENZIMA-PROSEGMENTO 

Debido a que los prosegmentos son fuertes inhibidores de sus enzimas 

cognadas, era de esperar que los propéptidos se unieran en las vecindades del 

sitio activo de tales moléculas. Al realizar un examen sobre las secuencias 

alineadas y las estructuras cristalográficas de las proteasas sulfhidrílicas maduras, 

se hallaron algunas evidencias que ayudaron a situar espacialmente la interacción 

enzima-prosegmento. Se encontró por ejemplo, que existe una notable ausencia 

de posiciones de glicosilación potenciales cercanas al sitio activo de las regiones 

maduras de las proteasas cisteínicas y, así también, pudo determinarse que la 

accesibilidad al solvente de algunos residuos que se encuentran reunidos 

alrededor del sitio activo resulta ser mayor que aquélla predicha a partir de sus 

secuencias. Igualmente pudo observarse que las cistatinas, que son potentes 

inhibidores de proteasas sulfhidrílicas, se fijan a los sitios activos de estas 

enzimas. De hecho estas interacciones se caracterizan por poseer altas 

constantes de unión [Stubbs, 1990; Turk, 1991 ]; lo cual también se ha reportado 

para la formación de los complejos enzima-prosegmento [Fox, 1992; Taylor, 1995; 

Poi, 1995]. 
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Así como sucede con los sitios de glicosilación, las regiones de alta 

variabilidad en secuencia en el alineamiento múltiple podrían indicar no solamente 

zonas superficiales de las proteínas, sino también, lugares alejados de la región 

de unión entre éstas y la enzima madura. A partir de tal interpretación parecía ser · 

claro que los segmentos S1, S3 y S5 no estaban involucrados en la interacción 

con la enzima madura, mientras que por su parte, los segmentos S2 y S4 que 

muestran una marcada conservación en secuencia y en longitud de la cadena (ver 

figura 3); podrían jugar un papel importante en el reconocimiento molecular. Como 

información adicional se conocía que tanto la estefina humana como la cistatina de 

pollo conforman el complejo con la papaína a través de dos asas estructurales 

[Stubbs, 1990; Auerswald, 1995]. 

Respecto a las condiciones que favorecen la generación de la enzima 

funcional era conocido el hecho de que la activación del zimógeno, en todas las 

proteasas cisteínicas estudiadas, se desencadena al llevar el valor del pH del 

medio hasta valores cercanos a 4 [Vernet, 1990 y 1991; Masan, 1992; Rowan 

1992; Jerala 1998]. Esto sugería que en el proceso de activación estaba 

involucrado al menos un grupo carboxilato. Evidencia experimental realizada por 

Carmena et al. [1996) sobre procatepsina L señalaba que la pérdida de un 

fragmento que contiene a tres grupos con carga eléctrica, entre los que se 

encuentra el equivalente al residuo Glu38 del prosegmento de papaína, 

aumentaba el valor de la constante de inhibición 33,000 veces. A lo largo del 

alineamiento múltiple de las prorregiones existen tres residuos ácidos que están 

fuertemente conservados y que corresponden a los aminoácidos Glu38, Asp72 y 

Glu77. Tales grupos además, se hallan en las cercanías o dentro de los 

segmentos S2 y S4 (ver figuras 1 y 4a). Estos hechos hicieron suponer que los 

residuos mencionados podrían formar parte de la zona de contacto enzima­

prosegmento en los precursores de las proteasas sulfhidrílicas y que la carga 

eléctrica correspondiente estaría compensada por la enzima madura. 
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ENSAMBLE TRIDIMENSIONAL DE LOS ELEMENTOS ESTRUCTURALES 
PROPUESTOS EN EL TRABAJO DE PREDICCIÓN 

Con la información obtenida en las etapas previas de predicción y de 

asignación espacial se creó un esquema del arreglo tridimensional del propéptido. 

de papaína. La construcción de este esquema se presenta en la figura 4 donde se 

resumen además las distintas fases de ensamble. Los elementos de estructura 

secundaria se dispusieron de forma que permitieran el contacto a los grupos 

hidrofóbicos conservados en el alineamiento múltiple. Los sitios de glicosilación y 

las posiciones donde se detectaron mutaciones de tipo Trp/Arg se orientaron para 

exponerlas al solvente. Los grupos ácidos conservados se colocaron cercanos 

entre sí para conformar el sitio de reconocimiento con la enzima y los segmentos 

S2 y S4 se orientaron de forma que apuntaran hacia la misma dirección relativa. 

Con todo ello se respetaban las premisas derivadas tanto del estudio de 

predicción como de la información experimental disponible. Por su conservación 

en el alineamiento múltiple y por su posible ubicación sobre una misma cara de la 

segunda hélice predicha, era de esperar que los residuos Glu38 y Arg42 se 

encontraran interaccionando electrostáticamente en la estructura tridimensional 

funcional. 

Durante el ensamblado estructural la secuencia del propéptido de papaína 

fue sometida a dos tipos de predicción de interacciones terciarias: mutaciones 

correlacionadas [Pazos, 1997] y detección de contactos beta [Hubbard, 1995]. 

Este último análisis sugirió la ausencia de láminas beta en el prosegmento de 

papaína; lo cual estaba de acuerdo con las expectativas. Por su parte, el estudio 

de mutaciones correlacionadas rindió resultados con baja significancia estadística, 

tal vez debido a que el método empleado no fue suficientemente sensible para 

detectar señales útiles en el amplio y variable conjunto de secuencias analizado 

en este trabajo. Los contactos tridimensionales de mayor confiabilidad que fueron 

predichos por el programa de mutaciones correlacionadas se muestran en la figura 

4b, y contribuyeron como guía secundaria en la construcción del arreglo espacial 

que se presenta en la figura 4c. 
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Finalmente, con el propósito de verificar que las restricciones geométricas 

derivadas del trabajo de predicción fueran estructuralmente compatibles entre sí y 

con la secuencia del prosegmento, se analizó la integridad del conjunto de 

premisas de construcción durante una simulación del movimiento molecular. Tales -

premisas incluyeron: la longitud de los elementos de estructura secundaria; el 

ensamblado tridimensional de estos mismos elementos mediante el 

establecimiento de interacciones hidrofóbicas particulares; la cercana colocación 

en el espacio de los segmentos S2 y S4; y la ubicación en el exterior de la 

molécula tanto de los sitios de glicosilación, como de las posiciones de mutación 

W/R y de los segmentos S1 a S5. Con base en este conjunto de restricciones 

geométricas se construyó un modelo con detalle atómico que fue sometido a 

diversas etapas de minimización de energía y posteriormente a una simulación de 

dinámica molecular de 200 ps a una temperatura de 300 K. Al final de este último 

proceso pudo observarse que el modelo alcanzó y mantuvo una geometría estable 

que cumplía prácticamente con todas las restricciones originales. Este resultado 

puede ser interpretado como una comprobación de la viabilidad molecular 

simultánea del grupo de predicciones realizadas sobre el prosegmento. 

PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL PROSEGMENTO DE PAPAÍNA 

Durante la realización del trabajo de predicción fue posible obtener una 

muestra física del prosegmento de papaína que dio oportunidad a la realización de 

estudios con implicaciones estructurales. Esto, como ya se había mencionado, era 

de suma importancia puesto que presentaba una ocasión para apuntalar o 

modificar las premisas generadas durante la labor de predicción, así como durante 

el análisis de los datos experimentales preexistentes de homólogos al 

prosegmento bajo estudio. 

Después de su - expresión en E co/i, el prosegmento de papaína fue 

colectado como cuerpos de inclusión y disuelto en hidrocloruro de guanidina 8 M. 

La muestra fue dializada extensivamente contra un regulador de fosfatos 0.05 M a 

pH 6.5 y la solución resultante fue filtrada y sometida a purificación por 

cromatografía de intercambio aniónico. El programa de elución incluyó un 
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gradiente salino de NaCI según se indica en la figura 5a. A continuación se realizó 

una segunda cromatografía donde se obtuvo una sola señal intensa como se 

aprecia en la misma figura. La fracción correspondiente fue colectada para su 

caracterización posterior. 

A fin de estimar el tamaño molecular y determinar la homogeneidad de la 

sustancia aislada en la cromatografía líquida, se realizó una electroforesis en gel 

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. El carril de la muestra 

presentó una sola banda y, de acuerdo a la migración de marcadores estándar, su 

masa molecular correspondió a (12 ± 1) kDa (figura 5b) . Posteriormente se 

identificó el punto isoeléctrico de la proteína bajo estudio, el cual tuvo un valor de 

4.37 ± 0.1 O (figura 5c). Tanto la masa molecular como el punto isoeléctrico 

determinados en los experimentos anteriores resultaron ser compatibles con los 

valores calculados teóricamente a partir de la secuencia del prosegmento de 

papaína. Estos valores fueron respectivamente, 12.7 kDa y 4.40. 

Los resultados anteriores permitieron tener confianza en que el péptido 

aislado correspondía a la prorregión de papaína, sin embargo, para lograr una 

caracterización más completa de la muestra de trabajo, era necesario demostrar 

que ésta poseía capacidad de reconocimiento de la proteína madura. Dado que se 

conoce que el prosegmento bajo estudio es un potente inhibidor de papaína, se 

probó el efecto de la prorregión sobre la actividad proteolítica de esta enzima. La 

figura 5d muestra el desarrollo de la absorbancia a 400 nm generada por la acción 

de la papaína sobre el sustrato sintético a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida en 

función del tiempo. Con el propósito de contrastar el comportamiento del sistema, 

se registró la evolución de la señal de aparición del mismo producto de hidrólisis 

en un segundo experimento donde se habían incubado previamente la papaína y 

el prosegmento. Los resultados de este ensayo se muestran también en la figura 

5d . Al comparar la actividad de la enzima en ambos casos se observa una 

disminución significativa de la señal causada por la formación del complejo 

papaína-prorregión, lo cual representa una evidencia de la funcionalidad molecular 

de la muestra recombinante purificada. 
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ESTUDIOS ESPECTROSCÓPICOS SOBRE EL PROSEGMENTO DE PAPAÍNA 

Se llevaron a cabo dos tipos de estudios experimentales sobre el propéptido 

de papaína: dicroísmo circular en la región del ultravioleta lejano y espectroscopia 

de fluorescencia. 

El espectro de dicroísmo circular del prosegmento de papaína nativa, en el 

intervalo de 250 a 190 nm, se presenta en la figura 6. En esta figura se muestran 

también los ajustes a los datos experimentales logrados por dos programas de 

evaluación del contenido de estructura secundaria. La primera interpretación que 

puede hacerse del espectro es que parece ser representativo de una proteína 

helicoidal ; dado que los mínimos de la señal se encuentran aproximadamente en 

210 y 220 nm. El análisis del espectro de dicroísmo circular realizado con el 

método de Hennessey y Johnson [1981) indicó un 39 ± 5% de residuos en 

conformación helicoidal y un 20 ± 7% de residuos en conformación beta. El 

método k2d [Andrade, 1993) reportó valores de 31% y 11%, respectivamente para 

la proporción de aminoácidos en conformaciones helicoidal y beta, con un error 

global estimado del 8%. Los resultados de ambos métodos fueron compatibles con 

las predicciones de estructura secundaria del prosegmento a partir de su 

secuencia, las cuales arrojaron un 38% y 3% de residuos con estructuras 

helicoidal y beta, respectivamente. Cabe señalar que esta predicción se realizó 

sólo en el intervalo de residuos 12 a 82 debido a la baja conservación de los 

segmentos S1 y S5 en el alineamiento múltiple de prosegmentos. 

Un estudio sobre el progreso de la señal de dicroísmo circular a 220 nm 

reveló un perfil sigmoidal para el desplegamiento térmico de la proteína (ver 

recuadro en la figura 6). Este hecho es acorde con la cooperatividad observada 

por Taylor et al. [1995) y sugiere cierto grado de interrelación de la cadena 

polipeptídica del prosegmento, al menos bajo las condiciones de trabajo 

empleadas. 
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FIGURA 6. Dicroísmo circular en el UV-lejano. El trazo continuo corresponde al espectro 
experimental de dicroísmo circular a pH 6.5 para el prosegmento de papaína libre. Se muestran 
los ajustes al espectro realizados por los métodos de Hennessey y Johnson (círculos llenos) y 
k2d (círculos varios) . En el recuadro SP ilustrn la dependencia de la señal a 220 nm ~on la 
temperatura, expresada como fracción desplegada. 
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El segundo tipo de ensayos espectroscópicos involucró el análisis tanto de la 

fluorescencia intrínseca del propéptido como de la radiación fluorescente emitida 

por la molécula de prueba ANS (ácido 8-anilino-naftalen 1-sulfónico) en presencia 

de la prorregión de papaína. El examen del espectro de fluorescencia intrínseca 

del prosegmento, al cual contribuyeron fundamentalmente los residuos de 

triptofano de la proteína [Permyakov, 1993], parece revelar la existencia de 

entornos diferentes para cada uno de los dos residuos de este tipo que están 

presentes de la cadena del prosegmento. Ello significa que uno de los residuos de 

Trp se encuentra oculto y el otro completamente expuesto al solvente, en las 

condiciones de trabajo establecidas (ver figura 7). Este resultado experimental 

concuerda con la predicción de que la cadena lateral del Trp 25, que se encuentra 

altamente conservada en el alineamiento múltiple, está dirigida hacia el interior de 

la proteína; mientras que el grupo Trp 64, altamente variable (incluso cambia 

algunas veces por arginina), se asume en contacto con el solvente en la región de 

la cadena beta antipática. Por su parte, la fluorescencia del ANS reveló un cambio 

conformacional en el propéptido que, a juzgar por los resultados experimentales, 

sucede en el intervalo de pH de 5.7 a 3.0 (recuadro en la figura 7); lo cual habla de 

un posible estado distendido del polipéptido en estas condiciones de trabajo. De 

manera correspondiente, podría esperarse una estructura mejor empacada para el 

prosegmento de papaína en la zona de pH comprendida entre 5.7 y 6.7. 

Con la información antes expuesta resulta evidente que el incremento en la 

concentración de los protones del medio altera la conformación de la molécula del 

prosegmento. Este hecho podría ser muy significativo en la interpretación del 

mecanismo molecular de activación del precursor de papaína, y de otras 

proteasas homólogas, cuando se trabaja condiciones de pH bajo. 
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CAPÍTULO 3 
COMPARACIÓN ENTRE LAS CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES 

PREDICHAS PARA LOS PROSEGMENTOS DE CADENA LARGA Y LAS · 

GEOMETRÍAS CRISTALOGRÁFICAS DE HOMÓLOGOS CERCANOS. 

Durante la última etapa del modelado se publicó la estructura cristalográfica 

de un homólogo cercano al zimógeno de papaína, la procaricaína [Graves, 1996], 

cuyo prosegmento mantiene una identidad en secuencia del 73% con el de 

papaína. Poco después se reportó también la estructura resuelta por difracción de 

rayos X de otro zimógeno homólogo, la procatepsina L [Coulombe, 1996] (37% de 

identidad entre prosegmentos). Ambas estructuras, junto con la de procatepsina B 

(15% de identidad topológica con el prosegmento de caricaína), fueron empleadas 

para evaluar el impacto de las decisiones tomadas y la confiabilidad de los 

resultados del trabajo de predicción. Los análisis realizados se basaron en el 

hecho experimental de que proteínas que realizan la misma función y mantienen 

homología en secuencia poseen características tridimensionales comunes [Marea, 

1998]. 

Al comparar las predicciones de exposición al solvente en el prosegmento de . 

papaína con la estructura cristalográfica de procaricaína (que presenta la mayor 

homología en secuencia con propapaína), se encontró que los métodos de Benner 

et al. [1994] y PHDacc resultaron con una exactitud cercanáal 80%, ver figura 2b. 

Como se advierte en la figura 8 y en la tabla 1, también fue acertada la predicción 

de las cadenas expuestas al solvente con el criterio de los sitios de glicosilación, y 

con el de la aparición alternada de los residuos Trp y Arg en una misma posición a 

lo largo de los alineamientos de secuencias homólogas (excepto para los residuos 

Thr 56, Gly 84 y Leu 86). Por su parte, la identificacipn de los elementos de 

estructura secundaria también fue acertada y alcanzó un 81 % de exactitud en 

términos de la asignación de carácter helicoidal, beta e irregular para cada 

aminoácido de la cadena (ver figura 2a). 
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FIGURA 8. Estructura cristalográfica de procaricaína. La prorregión se muestra en color 
rojo y la porción madura en azul marino. Se presenta la ubicación de los segmentos S1 a SS y se 
han resaltado las cadenas laterales de los residuos predichos ocultos al solvente en el núcleo 
hidrofóbico O, y expuestos tanto por presentar mutaciones Trp/Arg ■ como por ser sitios de 
glicosilación ■. Se observa la disposición en cruz de las hélices constituyentes de la prorregión. 
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EXPOSICIÓN EXPOSICIÓN 
RESIDUO ABSOLUTA RELATIVA 

(Á2) (%) 

LSU 18 
PHE 22 0.2 o.o 
TRP •" '!., 9.02 4.3 
PiiE 43 30.48 18.6 

LEU 50 39.07 27.8 
lLE 5.3 8.39 6.1 
TYR 63 6.76 3.8 
LEU 65 1.46 1.0 
LEU 67 31.21 22.2 
PRE 10 4.30 2.6 
LEU /'3 17.03 12.1 
'HI'. 78 0.00 o.o 

ILE 19 73.62 53.4 
LYS 39 68.13 41. 9 
TYR 41 119.02 67.4 
THR 56 18.39 18.1 
LYS 58 142.25 87.5 
TRP 64 129.13 61.2 
ASN 75 37.80 35.6 
GLY 84 5.11 15.8 
LEU 86 14.85 10.6 
ASN 106 104.65 98.5 
ASP 54 61.31 59.8 
ASN 60 116.21 109.4 
ALA 89 29.95 43.3 

TABLA l. Exposiciones absoluta y relativa de las cadenas laterales del 
propéptido de caricaína calculadas con el programa NACCESS. Se presentan los valores 
para los residuos predichos ocultos en un núcleo hidrofóbico (amarillo) y expuestos al solvente 
por ubicarse tanto en sitios de mutación Trp/Arg (azul) como en sitios de glicosilación (verde). 
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Como puede advertirse en la figura 8, los residuos no polares conservados 

se observan ciertamente ocultos al solvente en la estructura cristalográfica , y 

forman parte de núcleos hidrofóbicos. La suposición de que los segmentos S2 y 

S4 se encontraban orientados en la misma dirección relativa también resultó ser 

consistente con lo observado, pero de hecho, el único segmento que interacciona 

con la enzima madura es el S4. El segmento S5, por su parte, adopta una 

conformación irregular, como lo sugería la alta variabilidad en secuencia de esa 

zona (figuras 1 y 3) y la presencia de una multitud de señales de terminación de 

estructura secundaria asignadas por el método de Benner et al. (figura 2a). Los 

residuos carboxilato conservados se encuentran en efecto cercanos en el espacio, 

aunque no están interaccionando con la enzima. El puente salino predicho para 

los residuos Glu38 y Arg42 (localizados en vueltas consecutivas de la hélice 2) se 

establece realmente a juzgar por los resultados del análisis geométrico de las 

cadenas laterales respectivas, realizado con programas de representación 

molecular. Adicionalmente se analizó el acomodo de las cadenas ocultas al 

solvente del prosegmento de caricaína con la construcción de poliedros de 

Voronoi [Pontius, 1996]. Los resultados indicaron que los átomos del interior del 

propéptido se encuentran empacados de una manera similar a la observada en 

proteínas nativas y ello resulta ser consistente con la visión de una molécula que 

en medio acuoso no favorece la generación de radiación fluorescente del ANS. 

En resumen puede afirmarse que la exposición y la colocación relativa de la 

mayor parte de los elementos de estructura secundaria, así como la extensión de 

éstos y su conectividad a través de los segmentos S2 a S4, se encontraron bien 

representados en el modelo tridimensional construido en la etapa de predicción 

estructural. 

Por otra parte puede afirmarse que los resultados de baja significancia 

reportados por los métodos de reconocimiento de patrones de plegamiento se 

debieron fundamentalmente a la ausencia de estructuras representativas del 

arreglo espacial de los prosegmentos en las bases de datos correspondientes. De 

hecho, los elementos helicodales en los propéptidos de cadena larga se disponen 

en un patrón de cruz que no había sido reportado para otras proteínas (figura 8). 

42 



Recientemente estos mismos métodos de reconocimiento, con información 

actualizada, detectan fácilmente las estructuras conocidas de los zimógenos de 

caricaína y catepsina L como compatibles con la secuencia del precursor de 

papaína. 

Una de las mayores divergencias entre el esquema tridimensional generado 

en este trabajo y las estructuras cristalográficas de homólogos empleados en el 

estudio comparativo, fue la colocación de la tercera hélice del prosegmento. Esta 

hélice en realidad se encuentra en la zona de contacto con la proteína madura en 

los tres zimógenos con estructura conocida. Además, en ellos resulta evidente que 

el prosegmento se une al resto de la proteína en sentido inverso al observado 

tanto para la unión enzima-cistatina, [Stubbs, 1990; Turk, 1991] como para la 

interacción enzima-sustrato [Baker, 1987]. Este último punto significa que la 

prorregión no emplea dos asas estructurales para el reconocimiento de la enzima 

(lo cual era una de las premisas del trabajo de predicción) sino que en realidad 

presenta una unión del tipo prosegmento-catepsina B, esto es, una cadena simple 

de aminoácidos consecutivos en dirección opuesta a la de un sustrato. La 

procatepsina B y la procaricaína, que son miembros de subfamilias genéticas 

distintas, constituyen un ejemplo de polipéptidos con muy baja identidad en 

secuencia que no obstante, mantienen una alta conservación en estructura 

tridimensional. La baja homología entre los prosegmentos de estas proteínas 

dificultaba la revisión comparativa de las secuencias, y fue por esta razón que 

resultó necesario realizar el alineamiento topológico de las dos cadenas 

polipeptídicas que se muestra en la figura 9. Al analizar las posiciones 

conservadas entre los miembros de cada una de las subfamilias genéticas, con 

base en este alineamiento topológico, se encontró que cerca de 1 O de los residuos 

equivalentes mantuvieron relativamente invariantes sus propiedades 

fisicoquímicas de manera simultánea en ambos grupos de proteínas; lo cual 

sugiere un origen común para ellas. La experiencia más útil de este sorprendente 

resultado es que la conservación en la disposición atómica espacial puede 

prevalecer aún entre proteínas que han sufrido grandes cambios en su secuencia 

a lo largo de la evolución. 
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FIGURA 9. Comparación de las estructuras cristalográficas de los zimógenos de caricaina (a) y catepsina B (b). Las prorregiones se ilustran con 
color rojo. Las porciones maduras se representan en orientaciones equivalentes con el dominio 1 a la izquierda y el 2 a la derecha. Los extremos amino (N) y 
carboxilo (C) terminales se señalan tanto para el prosegmento (primados) como para la porción enzimática. La hélice central de la región madura se destaca en 
azul sobre el zimógeno de caricalna, mientras que el asa ocluyente de la catepsina B se resalta con línea punteada. Los últimos residuos de la cadena, 
involucrados en la conformación de pseudonudo, se resaltan con una línea negra doble. Los círculos con signos ( + ) y ( - ) señalan la posición de los residuos 
involucrados en cúmulos electrostáticos. (c) Alineamiento topológico de las secuencias de ambos propéptidos. La numeración corresponde-a la de propapafna. 
Se señalan los residuos identificados por el servidor DALI en conformación helicoidal ( h ), beta ( e ) o giro ( t ); así como la posición de las identidades ( 1 ) y 
similitudes ( : ). 



Por otra parte, los residuos apolares de las huellas 1 a 3, que en el trabajo de 

predicción se habían supuesto como integrantes de un núcleo hidrofóbico común, 

fueron encontrados ciertamente en sitios ocultos al solvente. De hecho los 

residuos hidrofóbicos conservados que constituyen las hélices 1 y 2 del -

prosegmento se integran para formar un núcleo común. Sin embargo, en la 

estructura cristalográfica de procaricaína la mayor parte de los residuos apolares 

de la huella 3 se localizan en la región interfacial enzima-prorregión. Este 

resultado muestra que cuando se detectan grupos apolares conservados en un 

alineamiento múltiple de secuencias existe una alta probabilidad de encontrar a 

tales grupos resguardados del solvente; pero al tratarse de polipéptidos que en su 

lapso de vida útil deban unirse a otras proteínas o a otros segmentos de la propia 

cadena, los residuos hidrofóbicos conservados tienen la oportunidad de ser 

hallados en la superficie de reconocimiento molecular. 

CAMBIO CONFORMACIONAL DE LOS PROSEGMENTOS LIBRES 
DE LA PORCIÓN MADURA 

La labor de predicción de la estructura tridimensional del propéptido de 

papaína, sin el empleo de coordenadas cristalográficas de base, condujo a reunir 

una gran cantidad de información experimental sobre homólogos en secuencia a 

la proteína de interés. Esta información, proveniente de fuentes diversas, refiere 

características importantes del comportamiento de precursores y de sus 

correspondientes prosegmentos en distintas condiciones del medio. Por ejemplo, 

el reporte de Jerala et al. [1998] menciona la proclividad a la agregación del 

propéptido de catepsina L en medios con pH superiores al de activación ~el 

precursor. Carmona et al. [1996] manifiestan el uso de mezclas agua-acetonitrilo 

en el manejo de la prorregión de catepsina L libre de la proteína madura. Durante 

los experimentos hechos en el presente trabajo sobre el prosegmento de papaína 

se observó que la muestra disminuía su solubilidad al eliminar el cloruro de sodio, 

adquirido en la etapa de purificación. En el manuscrito de Vernet et al. [1995] se 

reporta un incremento del pH óptimo de activación del precursor de papaína al 

introducir la mutación Phe70His en el propéptido. Existen además los estudios ya 
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mencionados sobre la activación de los precursores en valores de pH cercanos a 

4 para ambas subfamilias genéticas; la cita de Carmona et al. [1996] sobre el 

decremento de las constantes de unión enzima-prosegmento en medio ácido, así 

como también, el informe de lshido et al. [1995] respecto a la activación in vitro de · 

precursores de proteasas sulfhidrílicas que se produce espontáneamente en 

presencia de polianiones. Finalmente en el recuadro de la figura 7 puede 

apreciarse que la fluorescencia de la molécula de prueba ANS, en presencia del 

prosegmento de papaína, es sensible a las variaciones de pH del medio. 

Toda la evidencia experimental citada en el párrafo precedente invitaba a 

plantear una interpretación molecular fundada en la existencia de un factor 

electrostático responsable de la modificación geométrica y por tanto funcional de 

los prosegmentos estudiados. Para explorar las posibilidades de esta propuesta se 

procedió a la revisión de algunos datos generados durante el trabajo de 

predicción, así como al estudio de las estructuras de los precursores 

caracterizados tridimensionalmente. 

Al analiza-r las particularidades de los residuos con carga eléctrica a pH 

fisiológico, Lys31; Glu38; Arg42; Asp72 y Glu77, los cuales pueden observarse en 

el alineamiento múltiple de prosegmentos (figura 1 ), resulta evidente que ellos no 

sólo están altamente conservados en el curso de la evolución sino que también se 

encuentran expuestos al solvente en las estructuras cristalográficas de 

procaricaína y procatepsina L; lo cual sugiere su participación en la función 

molecular de los prosegmentos en las diferentes especies consideradas. De hecho 

estos residuos cargados confluyen en las cercanías de los segmentos S2 y S4 

donde constituyen un entramado electrostático local, como se aprecia en la figura 

9a para procaricaína. Otro resultado importante, aún cuando no está relacionado 

directamente con el factor electrostático, es que la superficie expuesta al solvente 

en el prosegmento cristalográfico de caricaína, en ausencia de la región madura, 

muestra carácter apolar en un poco más de la mitad de su área total (59%) y que 

la zona interfacial con la proteína madura presenta aún mayor proporción de área 

hidrofóbica (64%). 
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Con la información reunida hasta este punto del trabajo se intentó probar la 

propuesta del factor electrostático a través de una simulación molecular sobre la 

porción estructurada del prosegmento de caricaína cristalográfica (figura 1 Oa) . 

Esta simulación inició con la creación de dos ambientes electrostáticos distintos, · 

en uno de ellos se trabajó con los residuos ácidos completamente protonados para 

hacer la representación de un medio con pH bajo. En el segundo caso se 

mantuvieron intactos los carboxilatos para simular las condiciones previas al 

cambio en la señal fluorescente del ANS. El prosegmento fue posteriormente 

sometido a una serie de etapas de dinámica molecular bajo las dos condiciones 

señaladas, a fin de observar el efecto de las cargas negativas en la conformación 

global. Durante el ensayo con los carboxilatos protonados se hizo evidente, desde 

etapas tempranas del cálculo computacional, un movimiento de la hélice 3 dirigido 

hacia las superficies hidrofóbicas que presentan las otras dos hélices y la cadena 

beta (figura 1 Oc). En el segundo cálculo, con las cargas intactas, la hélice 3 realizó 

un desplazamiento en dirección al cúmulo de grupos cargados (ver figura 10b). La 

marcada diferencia en la posición de la hélice 3, entre ambas condiciones de 

estudio mencionadas, permitió proponer una interpretación al comportamiento 

experimental del propéptido libre de la porción madura. La presencia del cúmulo 

electrostático, integrado por los residuos cargados conservados, parece favorecer 

la formación de puentes salinos múltiples en medios con pH superior a 6. Ello 

propiciaría la colocación de la hélice 3 de tal manera que se expusiera al solvente 

una cantidad relativamente alta de área hidrofóbica, proveniente de algunos 

residuos de la cadena beta, y la propia hélice 3; que en conjunto constituyen la 

región de contacto con la enzima madura. Como consecuencia, en condiciones 

que mantuvieran inalteradas las interacciones del cúmulo de cargas, el 

prosegmento sería poco soluble y presentaría tendencia a la agregación si 

estuviese aislado (lo cual explicaría la observación de Jerala et al. [1998] y el 

empleo de acetonitrilo por Carmena et al. [1996]), pero también en esas 

condiciones sería altamente afín a la enzima madura y podría inactivarla 

poderosamente; hecho que es compatible con lo reportado experimentalmente por 

Taylor et al. [1995] y que asimismo resulta consistente con la geometría 
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FIGURA 10. Resultados de dos simulaciones de dinámica molecular. Cada cálculo involucró trayectorias de 200 ps sobre la porción globular 
del prosegmento de caricaína. En ambas simulaciones se utilizaron las coordenadas cristalográficas de la molécula como punto de partida (a). Se 
muestran esquemas de las conformaciones finales en las dinámicas con las cargas intactas (b) y con los grupos carboxilato sin carga eléctrica (c). 



cristalográfica reportada para procaricaína. En contraste, con las interacciones 

electrostáticas desestabilizadas (valores bajos de pH, condiciones de fuerza iónica 

alta, o incluso presencia de especies polianiónicas), la hélice 3 podría desplazarse 

hacia el resto de los elementos de estructura secundaria para ocultar área · 

hidrofóbica; con un consecuente incremento en la solubilidad de la molécula libre y 

una disminución de interacciones potenciales con la enzima madura. 

El movimiento de la tercera hélice del prosegmento, inducido por cambios en 

las condiciones del medio, podría ser de suma importancia para explicar tanto las 

primeras etapas del mecanismo de activación de los zimógenos de las proteasas 

cisteínicas, como la inhibición de las catepsinas L y B por sus prosegmentos 

respectivos. En catepsina L se ha reportado que la constante de unión enzima­

prosegmento decrece conforme el pH se torna ácido [Carmona, 1996]. Los autores 

han demostrado que este hecho se debe a la disminución en la constante de 

velocidad para la formación del complejo; dado que la constante de velocidad de 

la reacción de disociación se mantuvo inalterada en el intervalo de valores de pH 

estudiado. La existencia de una conformación globular para el prosegmento libre 

en medio ácido (del tipo mostrado en la figura 10c) podría explicar su baja afinidad 

por la enzima madura; lo cual haría decrecer el valor de la constante de velocidad 

de asociación sin afectar el del proceso inverso. Bajo esta interpretación es 

comprensible ahora que la eliminación de una porción que contiene a los residuos 

conservados Lys 31, Glu 38 y Arg 42, realizada por estos mismos autores sobre el 

propéptido de catepsina L, resulte en un decremento considerable en el valor de la 

constante de unión. En el caso de la catepsina B, que es miembro de la otra 

subfamilia genética, se ha reportado una respuesta análoga de la constante de 

unión enzima-prosegmento frente a cambios de pH. Este hecho resulta ser un 

tanto inesperado ya que, aunque en las proteínas tipo catepsina B existe un 

conjunto de grupos cargados conservados, éste es diferente -al que aparece en la 

otra subfamilia genética. De acuerdo con un trabajo de Fax et al. [1992], el valor 

de la constante de unión para catepsina B y su propéptido decrece con valores 

bajos de pH debido a un incremento en la constante de velocidad para la reacción 

de disociación y dado que la constante de velocidad para la formación del 
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complejo permanece inalterada en el intervalo de valores de pH estudiado. Al 

realizar un análisis sobre la estructura cristalográfica del zimógeno de catepsina B 

pudieron identificarse dos grupos carboxilato en la enzima madura (Glu 122 y Asp 

124, numeración de catepsina B) que establecen puentes salinos con un grupo · 

positivo del prosegmento (Lys 40, equivalente a la posición 80 del prosegmento de 

caricaína, figura 9b). Es probable que al protonar los grupos con carga negativa, 

debido a la disminución del pH del medio, se generara un cambio conformacional 

que promoviera la disociación del complejo, con el consiguiente incremento en la 

constante de velocidad de disociación. 

Como ya se había mencionado, una de las divergencias más notables entre 

el esquema tridimensional propuesto en este trabajo y la información 

cristalográfica resultó ser la colocación de la tercera hélice, la cual fue encontrada 

en la región de contacto con la enzima madura y no como integrante del núcleo 

hidrofóbico en el prosegmento. Sin embargo, del conjunto de resultados descrito 

hasta aquí, surge la posibilidad de que la predicción propuesta inicialmente acerca 
-

de una estructura globular para el propéptido sea cierta al menos en medio ácido; 

aunque de acuerdo con el resultado de la fluorescencia de ANS en este estudio, el 

grado de empaquetamiento estructural que se espera encontrar en esas 

condiciones es bajo. 

RELACIÓN ESTRUCTURA-FUNCIÓN DE LOS PROPÉPTIDOS 
DE PROTEASAS SULFHIDRÍLICAS 

ASISTENCIA AL PLEGAMIENTO 

El análisis de las estructuras cristalográficas de los zimógenos conocidos 

hasta ahora nos permite especular sobre los detalles moleculares de la función del 

prosegmento en la promoción del plegamiento de la enzima madura. De acuerdo 

con ese análisis, en la zona de unión entre la enzima y el propéptido parecen 

ocultarse y anclarse vaI ios residuos aromáticos. Esta reducción en la movilidad 

podría explicar el gran incremento en la señal de dicroísmo circular en el 

ultravioleta cercano observado por Carmona et al. [1996] durante la formación del 

complejo catepsina L-prorregión. Es posible que el anclaje de tales grupos 
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contribuyera de manera importante a la afinidad entre el prosegmento y la enzima; 

lo cual resultaría ser consistente con la hidrofobicidad relativamente alta 

encontrada en este trabajo para la zona interfacial. Las estructuras cristalográficas 

también revelaron que los prosegmentos interaccionan principalmente con el -

segundo dominio de las enzimas maduras. Este dominio está constituido por un 

barril beta flanqueado por pequeñas hélices alfa. El propéptido establece múltiples 

contactos tanto con el extremo superior del barril como con una cara de la hélice 

inferior, y además parece incorporar los primeros residuos de la cadena madura al 

barril beta (figura 11 ). En todos estos casos es posible apreciar que la presencia 

de la prorregión genera una gran cantidad de puentes de hidrógeno que extienden 

la red de este tipo de interacciones en el segundo dominio enzimático. 

Por otra parte, un rasgo sobresaliente de las proteasas sulfhidrílicas es que 

los últimos residuos de su cadena presentan una topología de pseudonudo. En 

esta conformación los residuos del extremo C terminal parecen estar atrapados 

entre los dos dominios de la enzima y el segmento que une esas dos porciones de 

la cadena (figuras 9 y 11 ). A pesar de que las topologías de este tipo son poco 

usuales en las estructuras de proteínas [Creighton, 1993], es posible observarlas 

en las proteasas del tipo papaína y también del tipo catepsina B. Este hallazgo 

parece indicar que el plegamiento de la cadena madura sucede de manera no 

secuencial y que, por tanto, los últimos residuos de esta cadena establecen sus 

interacciones terciarias antes de que puedan crearse los contactos interdominio de 

la enzima. Bajo esta suposición pueden plantearse dos rutas o escenarios 

probables de adquisición de la estructura nativa para la proteína madura en las 

cuales el prosegmento ya estructurado asiste el plegamiento del resto de la 

cadena. En uno de esos escenarios, el primer dominio constituido principalmente 

por elementos helicoidales se plegaría de forma prácticamente independiente del 

resto de la cadena; puesto que se ha observado que las hélices mantienen 

información de corto alcance en la secuencia y que son estructuras autoestables 

[Brown, 1971 ; Dobson, 1994; Aurora, 1997; Sheinerman, 1998]. En este esquema 

el segundo dominio podría requerir de una fuerza inductora, proporcionada por el 

prosegmento, para armar su barril beta. Una vez formados, es posible que el 
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FIGURA 11. Ubicación del prosegmento en el zimógeno cristalográfico de caricaína. 
Con colores oro y azul se destacan lo& dominios helicoidal y beta de la enzima, respectivamente; 
la cadena del propéptido se resalta con color rojo. Las unidades de plegamiento independiente 
inducidas por el prosegmento se indican con listones negros, mientras que las regiones de 
interacción por puente de hidrógeno generados por el prosegmento se enmarcan en cuadros color 
gris. Se muestra la colocación de los residuos 97 a 99 de la prorregión, así como la ubicación del 
sitio activo (magenta); de los últimos residuos de la cadena enzimática (verde); de los extremos N 
y C terminales del propéptido (rojo) y de la enzima madura (azul marino). El enlace peptídico entre 
el prosegmento y la enzima se presenta en color azul claro. 
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propéptido acercara y orientara a los dos dominios estructurales de la enzima y 

colaborara al establecimiento de las interacciones específicas entre ellos. La otra 

ruta factible es la que contempla como etapa inicial el plegamiento del segundo 

dominio auxiliado por el prosegmento. Este dominio, una vez organizado, podría · 

servir como base estructural para el resto de la cadena posibilitando así la 

formación de los elementos helicoidales y del resto de las interacciones que 

conforman al primer dominio. Uno de tales elementos, la hélice central marcada en 

azul en la figura 9a, es fundamental para la actividad de la enzima madura y 

además parece contener baja información local sobre su propia conformación. De 

aquí resulta factible suponer que tal segmento estructural requiera ayuda para 

conseguir su plegamiento funcional. 

Una forma de abordar el estudio del proceso de plegamiento en proteínas, es 

a través de la identificación de las zonas llamadas "unidades de plegamiento 

independiente" propuestas por Moult [1991) y Pedersen [1995). Estas unidades se 

asumen como segmentos de polipéptido que se pliegan de manera autónoma y 

que sirven como sitios de ··nucleación durante la formación de la estructura 

funcional de una proteína. Las unidades de plegamiento independiente, según los 

autores, pueden ser localizadas sobre las conformaciones tridimensionales de las 

proteínas nativas como zonas que ocultan una proporción significativa de área 

hidrofóbica. Al evaluar la exposición relativa en las estructuras cristalográficas de 

caricaína madura y de su zimógeno, se encontró que la prorregión inducía la 

formación de dos de estas unidades en la superficie de contacto enzima­

propéptido. Una de ellas se ubica en la zona interdominio de la enzima madura y 

la otra en la base del barril beta del segundo dominio de la enzima (figura 11 ). 

Cabe señalar que la existencia de esta última unidad de plegamiento 

independiente parece promover la interacción indirecta entre el extremo C terminal 

de la enzima y la prorregión. Así, los residuos 97 a 99 del prosegmento podrían 

inducir la primera etapa de la formación del pseudonudo a través de la 

construcción de una hoja beta de tres cadenas (figura 11 ). Por otra parte, los 

experimentos de desplegamiento, realizados en nuestro laboratorio sobre papaína 

madura, han mostrado que el reestablecimiento de las condiciones iniciales del 
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medio no induce la recuperación de estructura secundaria en la molécula. Este 

resultado representa una fuerte evidencia en contra de la primera de las rutas 

propuestas en el párrafo anterior, por lo que es posible que el plegamiento del 

dominio helicoidal requiera de la conformación nativa del dominio beta; mientras· 

que este último, a su vez, quizá necesitara del prosegmento para lograr su 

estructura tridimensional final. Aparentemente, la función del propéptido no radica 

sólo en la estabilización del segundo dominio enzimático, ya que también induce la 

formación de una unidad de plegamiento independiente en el dominio helicoidal. 

De esta manera y para continuar con el esquema planteado, la prorregión podría 

favorecer el acercamiento de la porción desplegada de la cadena (que da origen al 

primer dominio) hacia el resto de la proteína ya estructurada y ello propiciaría la 

formación de la zona interfacial final. 

AUTOPROCESAMIENTO 

La ruptura del enlace que une al prosegmento con la enzima madura es un 

evento llamado indistintamente procesamiento o activación del zimógeno, y el 

mecanismo molecular involucrado permanece sin ser caracterizado 

completamente. Como ya se ha mencionado, existe evidencia experimental acerca 

de que los precusores de estas enzimas poseen cierto grado de actividad 

catalítica y capacidad de autoprocesamiento (mecanismo cis intramolecular) en 

ausencia de alguna otra enzima proteolítica activa [Kassell, 1973; Vernet 1991; 

lshidoh, 1995], lo que implica que el sitio activo es al menos parcialmente 

funcional aún en el zimógeno. Adicionalmente se sabe que los precursores son 

susceptibles a adquirir actividad biológica a través de un ataque realizado por 

otras proteasas que coexistan en el medio (mecanismo trans) [Holwerda, 1990; 

Carmona, 1996]. En el contexto del autoprocesamiento del zimógeno en una 

acción cis intramolecular se llevó a cabo una modificación conformacional de un 

segmento N terminal de la caricaína para averiguar si le era posible alcanzar el 

sitio catalítico de la enzima. Se observó que el movimiento simple de los primeros 

12 residuos de la cadena permite al extremo amino tener acceso al sitio activo en 
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el sentido adecuado para la hidrólisis. Un movimiento similar ha sido propuesto 

para el autoprocesamiento del precursor de subtilisina [Gallagher, 1995]. 

Es posible que, en las condiciones ácidas de activación, los prosegmentos de 

cadena larga alteren su conformación (como se ha planteado en la sección · 

precedente) y se alejen de la porción madura de forma tal que el inicio de la 

cadena madura se coloque suficientemente cerca del sitio activo y en la 

orientación de un sustrato natural para favorecer así la lisis intramolecular. Esta 

acción podría ocurrir sobre un enlace alterno al que une al propéptido con la 

enzima y, en tal caso, alguna molécula activa del medio tendría oportunidad de 

refinar el corte dando lugar a la enzima madura y funcional que se conoce 

experimentalmente. Es importante mencionar que el análisis anterior no exime la 

posibilidad de un mecanismo simultáneo o incluso alterno de procesamiento cis 

intermolecular en el medio celular. 

El hecho de que los zimógenos de ambas subfamilias genéticas se activen 

en condiciones ambientales similares (valores bajos de pH o presencia de 

polianiones), sugiere semejanzas en su mecanismo de adqüisición de la función 

biológica. Dado que los prosegmentos del tipo catepsina B tienen una longitud 

aproximadamente 40% menor a los del tipo papaína y que sus estructuras no 

conservan el cúmulo de cargas previamente discutido para los propéptidos largos, 

la porción madura podría ser responsable de la alteración electrostática que 

induce la activación. Esto se logra posiblemente a través de un segmento de 18 

residuos conocido como "asa ocluyente" (figura 9b), que está ausente en las 

demás proteasas sulfhidrílicas y que soporta dos residuos con carga eléctrica 

conservados en este grupo de enzimas. Recientemente se ha reportado 

información experimental que parece apoyar la participación de este elemento 

estructural en el proceso de activación del zimógeno de catepsina B inducido por 

cambios en el pH del medio [Quraishi, 1999]. De esta forma, la activación y el 

procesamiento parecen ser dos procesos distintos, pero relacionados, que ocurren 

en forma sucesiva para lograr la conversión de los precursores de las proteasas 

sulfhidrílicas en enzimas completamente funcionales. 
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CAPÍTULO 4 
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

CONCLUSIONES 

En este reporte se describe el curso seguido para predecir características 

tridimensionales en el prosegmento de papaína. Durante el desarrollo del trabajo 

se utilizó información experimental del zimógeno, de su prorregión y de los 

homólogos cercanos. También a través de la labor de predicción se manejaron 

secuencias de aminoácidos de un gran número de precursores de proteasas 

cisteínicas y se emplearon diversos programas de cómputo locales y servidores de 

uso público por red . El diagrama tridimensional de la prorregión de papaína, 

generado en la primera etapa del trabajo, fue contrastado principalmente con la 

estructura cristalográfica de la procaricaína, que es la proteína más cercana en 

secuencia al zimógeno de papaína. A partir de estas comparaciones fue posible 

plantear la existencia de un cambio conformacional en el propéptido que explicara 

satisfactoriamente la evidencia experimental disponible sobre los precursores de 

cadena larga. Finalmente se analizó el proceso de inhibición de la enzima por su 

prosegmento y se esbozaron vías factibles de activación y autoprocesamiento del 

zimógeno, así como del plegamiento de la porción madura asistido por el 

propéptido. 

Es importante mencionar que el libre acceso a datos, programas y el enlace a 

servidores en red se vuelve indispensable cuando se aborda un caso de 

predicción de proteínas sin homólogos estructurales. En estas condiciones la 

búsqueda y el examen de las secuencias correspondientes resultan más 

expeditos, y se hace factible el empleo de una gran variedad de herramientas que 

difícilmente serían desarrolladas por un solo usuario. 

La predicción de un arreglo espacial para- el prosegmento de papaína 

representó un importante desafío debido tanto a la ausencia de una estructura 

tridimensional que permitiera su modelado por homología, como al tipo y cantidad 

de información que tuvo que ser empleada durante el desarrollo de cada etapa del 

proceso. La diversidad en las fuentes de origen y en la extensión de las 
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secuencias de aminoácidos, así como el considerable número de éstas, requirió 

de una gran inversión de tiempo en su edición, manejo y análisis final de los 

resultados. Aunado a ello, la exigencia de algunos formatos particulares para el 

acceso a programas automáticos de predicción y alineamiento, dificultó el avance· 

y la revisión de la información que fuera significativa para los propósitos de este 

trabajo. 

A pesar de los inconvenientes manifestados en el párrafo precedente, una de 

las ventajas de la labor de predicción en este trabajo fue precisamente el gran 

número de homólogos encontrados para el propéptido de papaína. La riqueza de 

información que se obtiene en estos casos es de gran utilidad para definir 

características geométricas de una proteína, ya que tanto la identificación de los 

residuos primordiales como la probable exposición al solvente de los grupos 

constituyentes de una molécula, sólo resultan evidentes del análisis conjunto de 

varias cadenas polipeptídicas relacionadas entre sí. A partir de la comparación con 

las estructuras tridimensionales, puede afirmarse que los datos obtenidos del 

análisis del alineamiento múltiple permitieron p"lantear predicciones confiables 

sobre el carácter anfipático, la longitud y la ubicación de los elementos de 

estructura secundaria, así como de las posiciones internas y externas en los 

prosegmentos del tipo papaína. Por ello, el modelo generado con base en estas 

predicciones describió adecuadamente el acomodo relativo de la primera y 

segunda hélices, la disposición de esta segunda hélice y la región beta, así como 

la identificación de la mayor parte de los grupos que establecen interacciones 

hidrofóbicas en estos elementos geométricos. Es útil mencionar que tanto los 

programas PHDacc, PHDsec, SSP, SSPred y PREDATOR, como los algoritmos 

de Benner et al. y el criterio de Lim [1974], resultaron ser herramientas de 

asignación estructural muy confiables en el trabajo de modelado del prosegmento 

de papaína. Por su parte las mutaciones correlacionadas, que se emplearon como 

guía auxiliar en el ensamble de los elementos de estructura secundaria, fueron de 

utilidad, pues a falta de restricciones tridimensionales experimentales . ellos 

permitieron la construcción de un arreglo inicial de la cadena del· prosegmento. 
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Un hecho que se volvió sustancial durante el desarrollo del presente trabajo 

fue el que las bases de datos representativos en los programas empleados no 

incluían la información tridimensional del prosegmento de la catepsina B. Al 

parecer los criterios de selección en tales programas evitaban reemplazar las · 

proteínas originales por los archivos más completos de homólogos que se 

publicaban posteriormente. Ello ocasionó que tanto los algoritmos de predicción de 

estructura secundaria como los programas de reconocimiento de patrones de 

plegamiento vieran decrecido su potencial para identificar características 

geométricas en los prosegmentos estudiados. Afortunadamente ya está habiendo 

cambios favorables en este sentido y algunos programas son ahora más efectivos 

a partir del uso de bases de datos ampliadas. Como ejemplo de estos pueden 

citarse los servidores desarrollados por Cuff y Barton (1999], y por Eyrich y Rost 

(2000] . 

La realización del trabajo de tesis permitió formar un criterio sobre algunos 

aspectos de la predicción estructural en secuencias de aminoácidos. Respecto a 

la identificación de la zona de contacto proteína-proteína es de gran utilidad el 

conocer la función biológica que desempeñan las moléculas bajo estudio, así 

como el poseer información experimental que imponga restricciones 

tridimensionales a los modelos que se forjen durante el trabajo de predicción. Por 

otra parte, debe tenerse presente que cuando en el análisis de un alineamiento 

múltiple de secuencias homólogas se ha identificado un grupo de residuos 

conservados, ellos tienen alta probabilidad de ser esenciales para la estabilidad o 

para la función de la proteína de interés. Si tales grupos son apolares, ellos 

podrían conformar el núcleo hidrofóbico de un dominio o bien un sitio de 

reconocimiento molecular. En otro contexto, cuando una gran cantidad de 

programas de identificación del patrón de plegamiento reporte resultados de baja 

significancia estadística es muy probable que la secuencia de la proteína de 

interés no sea compatible con el universo de arreglos estructurales contenidos en 

las bases de datos correspondientes. Es importante considerar que las 

características terciarias de una proteína se encuentran mejor conservadas a lo 

largo la evolución que su composición o su secuencia de aminoácidos, sin 
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embargo, aquellas moléculas que comparten una función biológica y poseen alta 

identidad en secuencia, mantendrán muy seguramente un arreglo tridimensional 

semejante. Puede concluirse asimismo, que la globularidad de la cadena en una 

proteína es un requisito común pero no indispensable para que ésta sea funcional. · 

También es útil considerar que la identificación de posiciones que presentan 

mutaciones correlacionadas a lo largo de un alineamiento de secuencias tiene 

mayor probabilidad de éxito si el análisis respectivo se verificara sobre conjuntos 

de proteínas que guarden alta homología relativa y, a fin de abordar los casos 

donde la naturaleza permite un reacomodo múltiple de cadenas, resultaría muy 

conveniente desarrollar estrategias de búsqueda de tres o más mutaciones 

simultáneas. En lo referente al empleo de los sitios de glicosilación como guía 

para localizar residuos expuestos al solvente, o zonas alejadas del reconocimiento 

entre proteínas, puede afirmarse que sus resultados son ampliamente confiables y 

que tal criterio debe ser incorporado a la predicción de características 

tridimensionales en estas biomoléculas. Finalmente, debido al rápido incremento 

en las capacidades de cómputo ··y en la versatilidad de los algoritmos de 

programación, se espera que los procesos de búsqueda conformacional, 

identificación de patrones estructurales e incluso detección de unidades de 

plegamiento independiente, se vuelvan más accesibles y eficientes a la vuelta de 

algunos años. 

Una situación que se manifestó claramente en este trabajo, fue que el 

análisis conjunto de los resultados de la predicción tridimensional y de los detalles 

estructurales que brinda la cristalografía resul_tó tener más información de lo que 

podrían haber aportado ambas fuentes individualmente. Por ejemplo, al analizar la 

estructura tridimensional de la procaricaína es posible advertir que el segmento S5 

se encuentra interaccionando con el subsitio 2 de la enzima [Baker, 1987]. Ello 

permite suponer que tal segmento tiene participación en la especificidad del 

prosegmento al ejercer su acción como inhibidor; lo cual explicaría la marcada 

variabilidad en la composición y en la extensión de este segmento a lo largo del 

alineamiento múltiple de prorregiones de proteasas sulfhidrílicas. En 

consecuencia, al realizar mutaciones en esta región de la cadena es posible que 
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se modificara la afinidad de los prosegmentos y que se lograra así mayor 

versatilidad en la inhibición de las proteasas sulfhidrílicas. De manera análoga es 

probable que la función de los segmentos S2 y S4 en el propéptido, sea la de 

mantener la distancia y orientación adecuadas en la constelación de los grupos 

cargados conservados, y quizá por ello la extensión de estos segmentos se haya 

mantenido prácticamente invariante a lo largo de la evolución. El análisis realizado 

sobre el alineamiento múltiple de prosegmentos permitió identificar un conjunto de 

residuos ácidos y básicos conservados en las secuencias analizadas y este 

resultado, aunado a la localización externa de los mismos grupos en los 

precursores con estructura tridimensional caracterizada, hizo posible el 

planteamiento de una de las contribuciones más importantes de este trabajo de 

tesis que se refiere a una probable modificación conformacional del prosegmento, 

inducida por cambios en el medio que alteren las interacciones electrostáticas. 

Esta modificación conformacional es capaz de explicar satisfactoriamente las 

observaciones experimentales reportadas para diferentes prosegmentos y 

precursores de proteasas sulfhidrílicas y sug1ere que, en ausencia de la enzima 

madura, los prosegmentos de cadena larga pueden adoptar una estructura 

globular. Tal posibilidad representa una nueva vía en el estudio de la estabilidad 

estructural de un polipéptido que desempeña diversas funciones de elevada 

importancia biológica. 

A partir de las estructuras cristalográficas reportadas para las enzimas 

maduras de proteasas sulfhidrílicas resulta evidente que la cadena polipeptídica 

en esas proteínas sufre un plegamiento no secuencial. Además, de acuerdo con 

un estudio geométrico hecho en computadora sobre caricaína, es en principio 

posible que el procesamiento del precursor se lleve a cabo por el propio sitio 

activo de la enzima madura que constituye el zimógeno. También parece probable 

que en este grupo de proteínas, tanto la activación como el procesamiento sean 

eventos distintos pero que ocurren en forma consecutiva para rendir la enzima 

madura a partir del precursor. 

De manera general puede afirmarse que un trabajo de predicción sin 

homólogos estructurales, como el que se reporta en este escrito, produce una 
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serie de datos que pueden aplicarse a la descripción de características 

tridimensionales del conjunto de proteínas empleadas en el mismo estudio. En 

estos casos los métodos de simulación por computadora se convierten en útiles 

herramientas, complementarias a los estudios experimentales, que permiten tener_ 

una visión alterna de las moléculas bajo estudio. 

PERSPECTIVAS 

Dada la gran cantidad de fenómenos por explicar que presentan los 

prosegmentos de proteasas sulfhidrílicas, puede hacerse una clasificación de los 

factores por considerar en el estudio futuro de esos polipéptidos y de los 

precursores correspondientes. 

Respecto a la estabilidad intrínseca y al cambio conformacional propuesto 

para los prosegmentos de cadena larga, podría estudiarse el efecto del cambio en 

las condiciones del medio (fuerza iónica, pH y concentración de cosolutos) sobre 

diferentes observables tales como la señal de dicroísmo circular en el ultravioleta 

lejano y cercano; la radiación fluorescente emitida por los cromóforos del 

prosegmento de papaína; e incluso, la fluorescencia del ANS en presencia del 

propéptido. Asimismo podrían mutarse los grupos cargados del propéptido de 

papaína para evaluar la contribución de cada uno de ellos a la estabilidad 

molecular. Del mismo modo, sería muy interesante observar el comportamiento de 

la cadena polipeptídica al mutar el residuo 71 del prosegmento, el cual se 

mantiene conservado a lo largo de la evolución como un grupo pequeño en la 

huella 3 sin que exista una razón clara de su función; aunque de acuerdo con su 

ubicación en el segmento S4, este residuo quizá sea imprescindible para la 

movilidad de la hélice 3. Una modificación química que se puede intentar sobre el 

prosegmento de papaína es el entrecruzamiento de grupos que inmovilicen a la 

hélice 3 y que permitan validar la hipótesis planteada a raíz de la simulación por 

computadora. Por su parte, también sería relevante estudiar el desplegamiento 

térmico del propéptido de papaína en diferentes condiciones del medio. 
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Un aspecto muy amplio por estudiar es el reconocimiento de la enzima 

madura por el prosegmento en los procesos de inhibición, plegamiento y 

replegamiento de la cadena. En este sentido, podría estudiarse el cambio en la 

afinidad enzima-prosegmento a partir de mutaciones sobre los grupos aromáticos 

que se anclan en la región interfacial o sobre los grupos del segmento S5 que 

interactúan con el subsitio S2 catalítico. El proceso de replegamiento de la cadena 

madura por el prosegmento, observado para otras familias de proteasas, tendría 

oportunidad de investigarse en la familia de la papaína bajo diferentes condiciones 

de trabajo donde se podría incluso mantener a la proteína parcialmente 

desplegada al momento de ser reconocida por el prosegmento, o bien, donde se 

prescindiera completamente del propéptido. Sería factible también trabajar con 

fragmentos de la cadena del prosegmento de papaína y estudiar la afinidad que 

desarrollaran por la enzima madura y asimismo podría analizarse el efecto de la 

pérdida de los últimos 25 residuos de la cadena del prosegmento sobre la afinidad 

molecular. De ser posible, resultaría muy interesante separar los dominios 

estructurales de la porción madura de papaína y revisar tanto su estabilidad 

térmica relativa como el reconocimiento que experimentaran por parte del 

propéptido correspondiente. 

Por otra parte, el proceso de autoactivación podría ser abordado de forma 

que indicara la viabilidad del mecanismo cis intramolecular al disminuir el contacto 

entre los precursores en solución, ya sea por su dilución, por el incremento en la 

viscosidad del medio, o al impedir la migración de los primeros 12 residuos de la 

cadena madura. También sería interesante determinar la capacidad del precursor 

para hidrolizar su propia cadena en sentido inverso al de un sustrato natural. 

En lo que respecta a la caracterización experimental de la estructura del 

prosegmento, es posible proyectar estudios de difracción de rayos X y de 

resonancia magnética nuclear de la cadena. El primer método permitiría 

determinar la estructura del prosegmento con detalle atómico y el segundo haría 

posible conocer además el efecto de la variación de las condiciones del medio de 

trabajo sobre la geometría molecular del propéptido en solución. 

62 



Finalmente es posible diseñar estudios por computadora para la simulación 

tanto del desplegamiento de la cadena madura de papaína, como del efecto del 

pH sobre la conformación del prosegmento de caricaína en presencia de 

moléculas de solvente. 
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CAPÍTULO 5 
MATERIALES Y MÉTODOS 

ANÁLISIS DE SECUENCIAS Y DE ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES 

Las secuencias homólogas utilizadas en este trabajo fueron identificadas por 

el programa BLAST [Altschul, 1990) sobre una base de datos de proteínas no 

redundante que incluyó al banco de secuencias de proteínas Swiss-Prot [Bairoch, 

1998), al Protein ldentification Resource [George, 1997) y al GenBank [Benson, 

1998) (secuencias cuyo código inicia con gp en el alineamiento múltiple de la 

figura 1 ). Las estructuras primarias de propapaína, procaricaína, procatepsina L 

humana y procatepsina B de rata que se utilizaron a lo largo de este trabajo fueron 

tomadas de · la base de datos Swiss-Prot. Los códigos de identificación 

correspondientes a estas proteínas, que se emplean en el alineamiento múltiple, 

son: PAPA_CARPA, PAP3_CARPA, CATL HUMAN y CATB_RAT, 

respectivamente. 

La predicción de globularidad a partir de la secuencia de aminoácidos del 

propéptido de papaína se llevó a cabo con el programa GLOSE [Rost, 1998); el 

cual realiza una predicción de accesibilidad sobre la proteína de interés y la 

compara con la correlación experimental entre el área expuesta y la masa 

molecular de proteínas globulares caracterizadas tridimensionalmente. 

Todas las coordenadas cristalográficas empleadas en este trabajo fueron 

obtenidas del Protein Data Bank [Bernstein, 1977), con los siguientes códigos de 

identificación: 1 PCI, procaricaína; 1 MIR, procatepsina B de rata; 1CJL, 

procatepsina L humana; 1STF, complejo papaína-estefina; 9PAP, papaína madura 

y 1 PPO, caricaína madura. El banco de datos PDB fue revisado con el programa 

BLAST en busca de una estructura de base para el modelado por comparación 

que se menciona en el texto. 

Para el reconocimiento del patrón de plegamiento se emplearon diversos 

programas, tales como: Hidden Markov Model [Krogh, 1994; Eddy, 1997), TOPITS 

[Rost, 1995), THREADER [Jones, 1992), Protein Fold ldentification Tool (PROFIT) 

[Sippl, 1996), MAP [Russell, 1996), DOE [Fisher, 1996) y el método de Nishikawa y 
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Matsuo [Nishikawa, 1993). Estos programas tienen el objetivo de identificar 

estructuras terciarias compatibles con la secuencia de la proteína problema a 

través de la generación de perfiles, consensos y predicciones de estructura 

secundaria y de exposición al solvente, así como de la evaluación de potenciales 

de contacto interresiduo. 

Los alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos se realizaron con 

los programas Clustal W [Thompson, 1994] y MaxHom (del servidor Predict 

Protein). Ambos algoritmos emplean alineamientos locales y similitud de 

aminoácidos para construir los grupos crecientes de secuencias alineadas. La 

clasificación en subconjuntos de proteínas, empleados en este trabajo, hizo uso 

del servidor Darwin [Gonnet, 1992] y del programa Sequence Space [Casari , 

1995], los cuales agrupan de manera progresiva las secuencias que mantienen la 

mayor homología o cantidad de rasgos invariantes. 

Para la predicción de la estructura secundaria del prosegmento de papaína 

se empleó el grupo de métodos SOPM [Self Optimized Prediction Method] que 

incluye seis diferentes algoritmos: Gibrat et al. [1987], Levin et al. [1986] , Double 

Prediction Method, DPM, [Deleage, 1987]; Self-optimized Method by Consensus 

Prediction from Multiple Alignment SOPMA, [Geourjon, 1995], Prediction at 

Heidelberg, PHDsec, [Rost, 1994 a] y Neural Network Prediction, NNPred, 

[Kneller, 1990]. Adicionalmente se utilizaron los métodos: SSPREDICT, SSPre, 

[Mehta, 1995], Quadratic Logistic, QL, [Di Francesco, 1995]; ZPREDICTION, 

Zpred , [Zvelebil, 1987]; Discrete State-Space, DSM, [Stultz, 1993; White, 1994]; 

PREDATOR, PRED, [Frishman, 1997] y los algoritmos SSP, Nearest-Neighbor 

Secondary Structure Prediction, · NNSSP, y Secondary Structure Prediction from 

Aligments, SSPAL [Solovyev, 1994; Salamov, 1995]. Estos programas de 

predicción se basan en una gran variedad de métodos (redes neuronales, 

potenciales estadísticos, homología parcial con estructuras cristalográficas, etc.) y 

manejan como datos de entrada tanto secuencias individuales como alineamientos 

múltiples de proteínas homólogas. Además, en este trabajo se empleó el método 

de predicción manual de límites de estructuras secundarias desarrollado por 

Benner et al. [1991] en el que se analizan alineamientos múltiples de grupos de 
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proteínas cercanamente relacionadas. Un límite altamente probable se establece 

cuando en un alineamiento de proteínas homólogas se presenta indefectiblemente 

un residuo de prolina o de glicina adyacente a una posición variable en todas las 

secuencias analizadas. Un límite posible se presenta cuando sólo algunos· 

miembros del conjunto estudiado muestran tal variación. 

Para evaluar las predicciones realizadas sobre el prosegmento de papaína se 

empleó fundamentalmente la estructura cristalográfica de procaricaína, por ser 

ésta la proteína con mayor identidad en secuencia respecto al zimógeno de 

papaína. La evaluación de la exactitud en la predicción de estructura secundaria 

sobre el prosegmento de estudio se basó en el número de residuos correctamente 

asignados en conformación hélice alfa, hoja beta e irregular, sobre un segmento 

de 95 residuos (aminoácidos 12 al 107) del propéptido de papaína. Los primeros 

11 residuos no fueron considerados en esta evaluación debido a que están 

ausentes en el archivo cristalográfico de referencia. 

Las predicciones de la accesibilidad al solvente hechas sobre la secuencia de 

la porción madura y del propéptido de papaína fueron realizadas por el algoritmo 

de redes neuronales del programa PHDacc [Rost, 1994 b] y por el método manual 

propuesto por Benner et al. (1994], en el que se buscan residuos que conserven 

características hidrofóbicas (AILMYF, en código de una letra) o hidrofílicas 

(KREND) en una misma posición a lo largo de un alineamiento múltiple de 

secuencias con alta homología relativa. 

Con el fin de evaluar la exactitud de las predicciones sobre la exposición de 

residuos en el prosegmento y para analizar la zona de contacto con la enzima 

madura, se llevaron a cabo cálculos de accesibilidad al solvente sobre las 

estructuras cristalográficas de las porciones maduras de papaína y caricaína. 

Estos cálculos emplean una versión del algoritmo de Lee y Richards (1971] que 

está instrumentado _en el programa NACCESS [S. Hubbard, University College, 

London, UK]. Los parámetros empleados en este programa para la determinación 

del área expuesta fueron: una esfera de prueba con radio de 1.4 A y un ancho de 

corte de 0.05 A Los resultados se reportan como área total y como área relativa a 

la máxima exposición posible; la cual fue estimada como aquélla que exhibe la 
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cadena lateral del aminoácido central en un tripéptido Ala-X-Ala completamente 

extendido. Las cadenas laterales se consideraron ocultas cuando presentaron 

áreas relativas menores a 35%. La superficie de los átomos de carbono y azufre 

en cada aminoácido se consideró apolar, mientras que el área polar se estimó a · 

partir de la suma de contribuciones de átomos de nitrógeno y oxígeno. El cálculo 

del área expuesta por el propéptido de caricaína en la zona interfacial con la 

enzima se determinó como la diferencia entre las áreas del prosegmento aislado 

de la enzima madura y la correspondiente al prosegmento en el zimógeno. A fin de 

identificar los probables sitios de contacto con la prorregión, se contrastó la 

predicción de la exposición al solvente, realizada en el trabajo, con los 

correspondientes valores obtenidos del programa NACCESS sobre la estructura 

tridimensional de papaína. Por su parte, las mutaciones correlacionadas dentro de 

las secuencias del alineamiento múltiple fueron estimadas con el algoritmo de 

Gobel et al. (1994] a través de la identificación de parejas de posiciones que 

presentaran variación de manera simultánea. La búsqueda de contactos beta en la 

cadena -del prosegmento fue realizada con el método estadístico de Hubbard 

[1995] mediante la construcción de un mapa de interacciones entre pares de 

residuos. Adicionalmente, la identificación de firmas o huellas características de 

aminoácidos sobre las secuencias del alineamiento múltiple se llevó a cabo con el 

programa y base de datos PROSITE [Bairoch, 1993]. 

Las unidades de plegamiento independiente fueron detectadas con un 

programa de confección propia que se basó en un algoritmo previamente 

publicado [Moult, 1991; Pedersen, 1995]. Este programa realizó un análisis de la 

exposición de área apolar al solvente en ventanas de 12 aminoácidos. De acuerdo 

con los autores, un segmento cuya conformación nativa oculte en promedio más 

de 50 A2 de área apolar por residuo, respecto a la cadena desplegada, puede 

considerarse como una unidad de plegamiento independiente, y por tanto, como 

un probable sitio de nucleación durante el proceso de adquisición de la estructura 

final. 
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SIMULACIÓN MOLECULAR 

La visualización y el modelado molecular se realizaron en un sistema lndigo2 

de Silicon Graphics con el paquete de cómputo BIOGRAF [Molecular Simulations]. 

Las minimizaciones de energía y las simulaciones de dinámica molecular 

emplearon el campo de fuerzas Dreiding 11 [Mayo, 1990]. Las etapas de cálculo en 

las regularizaciones de la geometría se efectuaron hasta alcanzar fuerzas 

menores a 4 kJ mor1 nm-1
. Las simulaciones de dinámica molecular fueron 

realizadas por integración numérica de las ecuaciones del movimiento de Newton 

con el empleo del algoritmo de Verlet [1967]. Se empleó un incremento de tiempo 

de 1 fs con una temperatura de 300 K, en condiciones isotérmicas, y las 

velocidades se actualizaron cada 0.1 ps. Solamente se consideraron las 

interacciones no enlazadas a distancias menores a 0.90 nm y, a fin de evitar 

discontinuidades en las funciones de energía potencial, se empleó una función 

decreciente desde 0.80 nm hasta 0.85 nm. Durante el proceso de evaluación 

geométrica del modelo tridimensional del propéptido de papaína, fueron incluidos 

explícitamente todos los átomos de hidrógeno y, por economía computacional, los 

cálculos fueron realizados en vacío. Para simular los efectos de atenuación de 

carga que realiza el solvente, durante los cálculos de energía molecular se utilizó 

una constante dieléctrica dependiente de la distancia. 

El cambio conformacional del segmento N terminal de papaína consistió 

exclusivamente en el movimiento de los 12 primeros residuos de la estructura 

cristalográfica de la porción madura. Esta modificación se completó después de 

varios ciclos alternados de regularización local de la estructura y de simulaciones 

de dinámica molecular con restricciones armónicas de· distancia entre átomos. 

Las dos simulaciones efectuadas sobre la conformación cristalográfica de 

procaricaína involucraron la región globular del prosegmento (residuos 15 a 82). 

Las condiciones ácida y fisiológica del medio fueron modeladas bajo la asignación 

de cargas netas en los grupos carboxilato con valores de O y -1, respectivamente. 

Ambas simulaciones de dinámica molecular se realizaron después de varias 

etapas de regularización geométrica y evolucionaron por 200 ps a 300 K. 
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La asignación de elementos de estructura secundaria al archivo 

cristalográfico de procaricaína se llevó a cabo con el programa PROCHECK 

[Morris, 1992; Laskowski, 1993]; mientras que el análisis del empacado molecular 

del prosegmento de esta proteína se realizó a través de la construcción de 

poliedros de Voronoi, los cuales permiten calcular el volumen de los átomos 

internos en una estructura tridimensional [Pontius, 1996]. 

El alineamiento topológico que se presenta en la figura 9 fue realizado por el 

servidor DALI [Holm, 1993] a partir de las coordenadas cristalográficas de los 

prosegmentos de caricaína y de catepsina B. El conjunto de programas contenidos 

en este servidor realiza comparaciones para identificar las similitudes espaciales 

existentes entre estructuras tridimensionales de proteínas. 

PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL PROSEGMENTO DE PAPAÍNA 

El prosegmento de papaína, empleado para fines experimentales, consistió 

en una cadena polipeptídica de 107 residuos cuya secuencia de aminoácidos se 

muestra en la figura 1 (primer renglón del alineamiento múltiple) y fue expresado 

en el laboratorio del Dr. Ruy Pérez Montfort (Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM). El material insoluble obtenido fue disuelto y filtrado antes de ser sometido 

a separación cromatográfica en un equipo HPLC Varian 5000 con columna de 

DEAE para intercambio aniónico. La detección se realizó de manera continua por 

absorción a 280 nm y la fracción colectada fue sometida nuevamente a 

cromatografía, obteniéndose el· gráfico que se muestra en la figura 5a. 

Tanto la electroforesis como la determinación del punto isoeléctrico de la 

muestra fueron realizadas en un equipo Phast System (Pharmacia) en geles de 

poliacrilamida tipo homogéneo 20 e IEF 4-6.5, respectivamente. En ambas 

determinaciones se emplearon los marcadores estándar recomendados por el 

fabricante del equipo. 

El coeficiente de extinción, empleado para estimar la concentración de las 

soluciones del _ prosegmento, tuvo un valor de 1.7 a 280 nm y 1 mg/mL y fue 

calculado a partir de la composición de aminoácidos de acuerdo con el método de 

Gill y van Hippel [1989] . 
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Los ensayos de actividad proteolítica de papaína, a una concentración de 0.9 

µM, se realizaron en regulador de fosfatos 0.05 M y pH 6.5 con incubación de la 

enzima por 1 O minutos en una solución activad ora que contenía 1 O mM de cisteína 

y 1 mM de EDTA. Esta mezcla se colocó en un espectrofotómetro Shimadzu 160U ­

y posteriormente se le adicionaron 400 mL del sustrato (a-N-benzoil-DL-arginina-p­

nitroanilida, BAPNA) para lograr una concentración final de 0.5 mM. La generación 

del producto de hidrólisis fue seguida durante 15 minutos a 400 nm. El gráfico 

obtenido en estas condiciones mostró una tendencia lineal y se consideró como el 

total de la actividad de la muestra (100%). Para determinar la capacidad inhibitoria 

del prosegmento, éste fue añadido a la mezcla de incubación, previo a la adición 

del sustrato. La solución contenía una mezcla equimolar de enzima y prosegmento 

(0.9 µM). 

ESTUDIOS ESPECTROSCÓPICOS 

El espectro de dicroísmo circular del prosegmento de papaína fue registrado 

a 25 ºC en un espectropolarímetro JASCO J-500 A calibrado con ácido [+]10-

canforsulfónico [Hennessey, 1982]. Las mediciones se realizaron en la región del 

espectro electromagnético comprendida entre 190 y 270 nm, con soluciones de 

0.1 mg/ml del prosegmento en regulador de fosfatos 0.05 M a pH 6.5 y en una 

celda de 0.05 cm de recorrido óptico. La determinación del contenido de estructura 

secundaria sobre el espectro de dicroísmo circular se realizó de acuerdo con el 

método de Hennessey y Johnson [Hennessey, 1981] y con el empleo del 

programa k2d [Andrade, 1993]. En ambos casos se consideró una masa molar 

promedio de 118.5 Da para el cálculo de la elipticidad media por residuo. En los 

experimentos de desnaturalización térmica, la muestra fue colocada en un 

portaceldas con recirculación de agua y la temperatura de la solución fue 

determinada con un termistor. Para el análisis de los datos se restó un espectro 

control obtenido al registrar la señal proveniente de una solución reguladora 

contenida en la misma celda experimental. · 

Los datos de emisión de la fluorescencia intrínseca del prosegmento de 

papaína fueron registrados en el intervalo de 320 a 440 nm en un 
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espectrofluorómetro ISS PC1. La muestra fue excitada a 295 nm con un ancho de 

banda de 5 nm. La concentración del prosegmento en la muestra fue de 1 O µg/mL 

en una solución reguladora de fosfatos pH 6.5. Este mismo regulador fue 

empleado como testigo. El espectro de fluorescencia intrínseca fue descompuesto . 

en una combinación lineal de los espectros reportados por Permyakov [1993] para 

triptofanos en ambientes hidrofóbico y acuoso (Amáx = 317 y 352 nm, 

respectivamente) . Los ensayos de fluorescencia del ácido 8-anilino-naftalen-1 -

sulfónico (ANS), se realizaron manteniendo la concentración de esta molécula de 

prueba en un exceso 20 molar respecto al prosegmento de papaína. El espectro 

de emisión se registró en el intervalo de 420 a 620 nm con una longitud de onda 

de excitación de 380 nm [Semisotnov, 1991] en un intervalo de valores de pH de 

6.7 a 3. Un espectro blanco fue sustraído para obtener la información de la 

radiación fluorescente neta debida a la interacción del ANS con la proteína. 
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