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INTRODUCCION 1

L.-INTRODUCCION.

El reconocimiento molecular constituye una de las etapas esenciales en numerosos procesos de
interés biolégico, de modo que el estudio de estos fendémenos, que pueden tener lugar tanto
intermolecularmente (como es el caso de 1a unién de cofactores, sustratos e inhibidores a
enzimas, de la identificacién de antigenos por sus correspondientes anticuerpos, de la
interaccién entre hormonas y receptores, o de las asociaciones entre proteinas y 4cidos
nucleicos) como de forma intramolecular, de modo que el proceso de plegamiento de una
proteina constituye un ejemplo notable por su complejidad, se ha convertido en una cuestién de
extraordinaria relevancia.

La elucidacién de los factores que determinan estos procesos de reconocimiento posee
un indudable interés académico y enormes repercusiones biotecnolégicas y terapeiiticas, ya que
la comprensién de estos fenémenos facilitaria el desarrollo de estrategias racionales que harfan
posible el disefio de nuevas proteinas con las funciones y estabilidades deseadas, o formacos
especificos que posean una afinidad predeterminada por sus receptores.

Ademids, el andlisis de las relaciones existentes entre la estructura, funcién y estabilidad
de las macromoléculas biolégicas, que cobran especial relevancia en este contexto, se ha visto
facilitado por el notable incremento de la cantidad y calidad de la informacién estructural
disponible para los distintos sistemas biolégicos como consecuencia del desarrollo
experimentado en los ltimos afios por las distintas técnicas de andlisis estructural. Tanto la
estabilidad estructural de un sistema macromolecular, como las afinidades de unién de sus
ligandos, estdn determinadas por la energia libre de Gibbs, por lo que el principal objetivo de
cualquier metodologia de disefio molecular basada en consideraciones estructurales debe ser la
prediccién de su magnitud a partir de las coordenadas atémicas y otros pardmetros estructurales
de los sistemas bajo estudio.

Sin embargo, hasta el momento, la termodindmica tradicional no ha desempefiado un
papel relevante en el desarrollo de las técnicas de disefio molecular debido a la inexistencia de una
base tedrica que relacione de forma precisa las caracteristicas estructurales del sistema con su
energia libre de Gibbs. Aunque la termodindmica estadistica proporciona la conexi6n entre la
descripciébn microscépica del sistema y las magnitudes termodindmicas de naturaleza
macroscopica, 1la complejidad de las interacciones, fundamentalmente de cardcter no covalente,
presentes en estas macromoléculas biol6gicas y la gran influencia que sus interacciones con el
disolvente tienen en la determinacién de sus magnitudes termodindmicas dificultan sobremanera
el proceso de célculo.

En este contexto, la utilizacién de funciones potenciales aproximadas de carécter
semiempirico que, adn a pesar de no aportar informacion acerca de la fuerzas particulares que
determinan la energética de los procesos bajo estudio, permitan predecir de forma cuantitativa la
energfa libre de Gibbs a partir de datos estructurales, aparece como una alternativa de gran
atractivo. Algunos grupos de investigacién han desarrollado formalismos semiempiricos que
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permiten el cédlculo de las distintas magnitudes termodindmicas correspondientes a procesos que
implican protefnas a partir de los cambios en sus superficies accesibles al disolvente como
consecuencia del proceso bajo estudio (Makhatadze & Privalov, 1995;00batake & Ooi, 1992),
utilizando los pardmetros de proporcionalidad obtenidos a partir del estudio experimental de
pequefios compuestos modelo (Fauchére & Pliska, 1983; Kauzmann, 1959; Nozaki & Tanford,
1971; Tanford, 1962; Wolfenden et al., 1981). La utilizacién de estas metodologfas para el estudio
de macromoléculas presenta serios problemas, ya que la extrapolacién del comportamiento de los
compuestos modelo, generalmente moléculas de pequefio tamafio y de gran simplicidad
estructural, a la situaci6én encontrada en una protefna requiere la suposicién de un
comportamiento aditivo para las contribuciones de los grupos individuales. Aunque la hip6tesis
de aditividad de grupos parece ser adecuada para la descripcién de las contribuciones de los
grupos apolares, que se encuentran implicados fundamentalmente en interacciones de corto
alcance, presenta grandes limitaciones a la hora de estimar las contribuciones polares a las
magnitudes termodindmicas, para las que se han descrito serias desviaciones del comportamiento
aditivo (Lazaridis et al., 1995;Cabani et al., 1981).

En este contexto, la parametrizacién estructural de la energética de plegamiento de
proteinas y unién de ligandos, desarrollada durante los tltimos afios en el laboratorio del Dr.
Freire, que considera la utilizacién de datos experimentales procedentes del estudio de proteinas
para el establecimiento de las correlaciones energfa/estructura como una aproximacién mds
adecuada al problema de la prediccién cuantitativa de la energética de estos sistemas, constituye
una interesante alternativa. Asf, esta metodologfa estd basada en un juego de ecuaciones empiricas
que permiten relacionar las distintas magnitudes termodindmicas caracterfsticas de los procesos de
plegamiento de protefnas y unién de sus ligandos con los correspondientes cambios en las dreas
polares y apolares accesibles al disolvente y otras caracteristicas estructurales como la distribucion
de distancias interatémicas. Este formalismo se ha aplicado con éxito a la estimacién de los
pardmetros termodindmicos de procesos de plegamiento/desplegamiento de proteinas (Freire et
al., 1993; Freire & Murphy, 1991; Murphy et al., 1992; Murphy & Freire, 1992; Xie et al., 1993)
y ha hecho posible llevar a cabo el anilisis de las bases moleculares de la cooperatividad en estos
sistemas, permitiendo identificar las distintas propiedades, tanto termodinimicas como
estructurales, que caracterizan los posibles intermedios termodindmicos en el proceso de
plegamiento (Freire, 1995; Freire & Xie, 1994, Xie et al., 1994; Xie & Freire, 1994b). Asimismo,
esta metodologia se ha aplicado al estudio de procesos unién, como es el caso de la asociacion
Angiotensina con anticuerpos (Murphy et al.,, 1993) o la unién del inhibidor Pepstatina A
(Gémez & Freire, 1995) y otros inhibidores de renina a la proteasa aspdrtica Endothiapepsina
(G6mez et al., 1997).

En esta memoria se ha abordado la aplicacién de esta metodologia a procesos de disefio
molecular, para lo cual se requiere necesariamente la capacidad de evaluar los efectos de
pequefios cambios estructurales en la molécula, y que frecuentemente se encuentran asociados a la
sustitucién de amino4cidos individuales. Concretamente, se ha abordado el estudio de las
propensiones helicoidales de los distintos amino4cidos, para lo cual es necesario evaluar con la
mayor precisién posible los pequefios cambios en accesibilidades que se producen como
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consecuencia de la sustitucién de un amino4cido por otro. Como se describe en la seccién IV.A.
de esta memoria, se han obtenidos los promedios de Boltzmann para las 4reas accesibles al
disolvente de los distintos amino4cidos en posiciones centrales de una hélice alfa expuesta al
disolvente. La evaluacién de las dreas accesibles al disolvente en conformaciones desestructuradas
es una cuestiéon de mds dificil solucién, en este trabajo se ha obtenido un juego de valores
optimizados para estas 4reas, que supuestamente reflejan con mayor fidelidad la situacion
existente en cadenas polipeptidicas desplegadas. La utilizacién de estos nuevos valores para las
dreas accesibles al disolvente permite calcular las propensiones helicoidales de los distintos
aminod4cidos con un error de 0.2 kcal-mol-! y desarrollar una escala de propensién helicoidal que
se encuentran en excelente correspondencia con las distintas escala existentes en la literatura
(Luque et al., 1996).

Una vez comprobado que la metodologia de cdlculo es suficientemente sensible como
para cuantificar los efectos de simples mutaciones, es necesario, dado que cualquier estrategia de
disefio molecular implica una etapa de minimizacién estructural, comprobar asfmismo que la
parametrizacion estructural de 1a energética utilizada en este trabajo posee la resolucién necesaria
para identificar los minimos energéticos en el espacio conformacional. Para ello se ha procedido a
la optimizacién energética de las conformaciones adoptadas por las cadenas laterales de los
distintos amino4cidos en las posiciones centrales de una hélice alfa, obteniéndose perfiles
energéticos que concuerdan con los existentes en la literatura y que han sido calculados a partir
de funciones potenciales estdndar. En este punto, queda asegurado que la parametrizacién
estructural de la energética reine los requisitios necesarios para su aplicacién con éxito al
desarrollo de procesos de disefio molecular, que serd tratado en la segunda parte de esta memoria
(IV.B).

Los sistemas escogidos para la aplicacién de esta metodologfa pertenecen al grupo de las
proteasas aspdrticas, que constituyen una gran familia de enzimas proteolfticas, algunos de cuyos
miembros han adquirido recientemente gran relevancia médica. En primer lugar nuestra atencién
se ha centrado en el estudio de 1a interaccién de inhibidores y sustratos de diversa naturaleza con
Endothiapepsina, que es una de las proteasas aspérticas més profundamente estudiadas, por lo que
constituye un buen modelo para iniciar el proceso de disefio de inhibidores.

Una vez comprobada la capacidad de la parametrizacién estructural de la energética para
reproducir con precisién los resultados experimentales obtenidos con estos sistemas (con 1o que
queda asegurado que la metodologia empleada posee la sensibilidad necesaria para captar el
delicado balance de fuerzas que determinan las afinidades de uni6n de ligandos a esta enzima) se
procedi6 a la aplicacién de las estrategias de disefio molecular, que incorporan esta
parametrizacion estructural como funcién potencial, al disefio de ligandos peptidicos (Luque &
Freire, 1998).

En concreto, se ha llevado a cabo el andlisis termodindmico estructural de la unién de
diveras variantes del inhibidor universal de las proteasas aspérticas Pepstatina A a
Endothiapepsina. Los nuevos ligandos se generaron, bien mediante la sustitucién de las cadenas
laterales en distintas posiciones del pentapéptido, o bien modificando su longitud. De este modo,
ha sido posible establecer una escala de afinidades de uni6n para los posibles mutantes en una
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posicién determinada en la secuencia e identificar los restos de la enzima y del inhibidor que
contribuyen m4s notablemente a la energética de unién (Luque et al., 1997).

La segunda enzima considerada en este trabajo, también perteneciente al grupo de las
proteasas aspdrticas, es la proteasa del virus V.L.H.-1. Esta enzima retrovfrica, que recientemente ha
adquirido una gran relevancia médica debido a su papel central en el proceso de maduracién del
virus del S.I.D.A., constituye uno de los principales objetivos en el desarrollo de terapias efectivas
contra la enfermedad. Aunque los tratamientos clfnicos que incorporan algunos de los inhibidores
de esta proteina recientemente desarrollados han producido resultados muy prometedores, la
aparicion de cepas viricas que muestran resistencia a muchos de etos formacos ha constituido un
revés importante en el tratamiento de la infeccién (Condra et al., 1995; Ho et al., 1994; Kaplan et
al., 1994; Roberts, 1995; Tisdale, 1996). La pérdida de sensibilidad hacia los inhibidores tiene su
origen en el desarrollo de virus mutantes que codifican moléculas de proteasa con mutaciones
especificas que tienen como resultado la disminucién dréstica de la afinidad de la enzima por los
inhibidores pero que, sin embargo, mantienen tanto su afinidad por los sustratos, como su
actividad catalftica a niveles suficientes para la supervivencia del virus.

Los origenes de la resistencia ain permanecen oscuros, y se han observado, tanto
mutaciones localizadas en las cercanfas del sitio de unién, como otras situadas en regiones muy
alejadas del centro catalitico y de efectos desconocidos. Ademds, los distintos inhibidores
producen patrones mutacionales diferentes de modo que, a pesar de que todos ellos han sido
disefiados con el mismo centro activo como objetivo, se han observado patrones de resistencia
multiple bastante variados. El desarrollo de una nueva generacién de inhibidores de la proteasa
que resuelva de modo efectivo el problema de la resistencia requiere necesariamente la
comprension de las interacciones implicadas en la determinacién de la afinidad de la enzima,
tanto por los inhibidores, como por los sustratos.

En este contexto, se ha llevado a cabo el andlisis termodindmico-estructural de 1a unién de
trece inhibidores de naturaleza no peptidica, algunos de los cuales se encuentran actualmente en
pruebas clinicas, y para cuyos complejos con la enzima se dispone de estructuras tridimensionales
de alta resolucién (Abdel-Meguid et al., 1994; Erickson et al., 1990; Fassler et al., 1993; Hoog et
al., 1995; Kim et al., 1995; Lin et al., 1995; Madhusoodan et al., 1994; Thaisrivongs et al., 1995;
Thompson et al., 1994). Este anélisis proporciona una descripcién detallada de la energética de
unién de ambos tipos de inhibidores asf como la localizacién de los restos de la enzima y del
ligando que contribuyen especialmente a la determinacién de la afinidad de unién. Con objeto de
profundizar en el estudio de los determinantes del fen6meno de las resistencia se ha abordado el
estudio de los efectos que una de las mutaciones m4s frecuentemente observadas, V82A tiene
sobre las interacciones establecidas con el inhibidor no peptidico A-77003.

De forma complementaria, el estudio de las caracteristicas termodindmicas del proceso de
unién de los sustratos de estas enzimas permitirfa la identificacion de sus rasgos diferenciales con
respecto a los inhibidores, que posibilitan la aparicién del fenémeno de la resistencia. Como un
primer paso, el andlisis termodindmico estructural de inhibidores peptidicos, disefiados como
andlogos de los sustratos aunque con el enlace peptidico hidrolizable sustituido, puede
proporcionar informacion interesante. En este sentido, se ha realizado el estudio del proceso de
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unién a la proteasa del virus V.L.H.-1 del inhibidor peptfdico Acetil-pepstatina. Asfmismo, se ha
abordado el proceso de modelado de los complejos de la proteasa del virus con diversos sustratos
peptidicos con objeto de elucidar las base moleculares de la resistencia. Este anélisis he permitido
identificar las diferencias fundamentales en la energética de uni6n entre inhibidores no peptidicos
y los sustratos, por lo que ha sido posible sugerir una posible explicacién del origen molecular de
la resistencia a faormacos en este sistema (Luque et al., 1998;Luque & Freire, 1998).
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II.A.-ESTABILIDAD DE HELICES ALFA. ESCALAS DE PROPENSION HELICOIDAL.

I1.A.1.-Introduccién,

I1.A.1.1.-Interés del estudio de los elementos de estructura secundaria: Hélices alfa.

El desarrollo de estrategias de disefio racional e ingenierfa de protefnas que posibiliten,
tanto la modificacién de las caracteristicas (en especial estabilidad y funcién) de proteinas
conocidas, como la creacién de enzimas artificiales con propiedades especificas, es uno de los
problemas biolégicos de mayor relevancia en la actualidad. En este contexto es especialmente
interesante profundizar en el estudio de los factores determinantes del proceso de plegamiento,
tanto desde un punto de vista cinético como termodindmico.

A pesar de haberse demostrado que en numerosas ocasiones las proteinas se repliegan
espontdneamente in vitro, originando su conformacién nativa, lo que implica que toda la
informacién necesaria acerca de su estructura tridimensional biolégicamente activa se encuentra
contenida en su secuencia aminoacidica, ain no se ha alcanzado una solucién satisfactoria al
problema del plegamiento. Desde un punto de vista termodindmico, la prediccién de la estructura
adoptada por una cadena polipeptidica bajo unas condiciones determinadas requeriria el
conocimiento cuantitativo de la contribucién energética de cada resto a su estabilidad, asf como de
las preferencias conformacionales de los distintos aminoécidos. En este sentido, el estudio de los
factores que estabilizan los distintos elementos de estructura secundaria adquiere especial
relevancia.

Desde una perspectiva dindmica, el corto intervalo de tiempo necesario para completar el
proceso de plegamiento, en ocasiones del orden de 100 ps, anula la posibilidad de que el
plegamiento transcurra mediante el muestreo aleatorio de todas las posibilidades
configuracionales. Deben existir, por tanto, uno 0 més “caminos” o mecanismos de plegamiento
que limiten de forma significativa la bisqueda conformacional. En este sentido, aunque todavia es
motivo de controversia, los principales modelos actuales para el mecanismo de plegamiento de
protefnas (Dill et al., 1995; Karplus & Weaver, 1994) atribuyen un papel critico a las interacciones
de cardcter local en la determinacién y definicién de las etapas m4s tempranas del proceso de
plegamiento. Por tanto, la identificacién de motivos estructurales de cardcter local, con estabilidad
suficiente para reducir la flexibilidad conformacional en ciertos puntos de la cadena polipeptfdica,
presenta un interés especial para la simplificacién y comprensién del modo en que se pliega una
protefna.

Existen evidencias experimentales que otorgan una especial importancia a la formacién de
ciertos elementos de estructura secundaria en las etapas mé4s tempranas del proceso de
plegamiento, con anterioridad al establecimiento de la estructura terciaria, que apareceria como
consecuencia de las interacciones establecidas entre las distintas unidades independientes de
plegamiento (Mathews, 1993). Asfmismo, la tendencia mostrada por pequefios péptidos aislados a
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poblar significativamente 1a misma conformacién que presentan en el estado nativo de la proteina
de la cual proceden (Dyson & Wright, 1993) ha llevado a postular un papel de gran importancia
para los elementos de estructura secundaria en la conduccién de la bisqueda conformacional
(Dill et al., 1995; Karplus & Weaver, 1994; Kim & Baldwin, 1990; Wright et al., 1988).

Por tanto, el estudio de los factores que afectan a la formacién, localizacién y
estabilizacién de dichos elementos estructurales presenta un extraordinario interés para la
comprensién del mecanismo de plegamiento de una proteina. En este contexto, el estudio de las
hélices alfa presenta un interés excepcional, dado que no s6lo constituyen uno de los elementos
secundarios m4s abundantes en protefnas globulares, una cuarta parte de cuyos aminodcidos se
encuentran en conformacién helicoidal, sino que se éncuentran estabilizadas fundamentalmente
por interacciones de tipo local, 10 que incrementa su potencial como elementos iniciadores del

proceso de plegamiento.

II.A.1.2.-Hélices alfa: modelo estructural.

La caracteristica fundamental del modelo estructural para la hélice alfa, propuesto
inicialmente por Pauling, Corey y Branson (Pauling et al., 1951), y corroborado por numerosos
resultados experimentales posteriores, es su cardcter repetitivo, de modo que los dngulos diedros
del esqueleto polipeptidico (¢ y y) adoptan valores constantes, cercanos a los valores canénicos de
-60° y -40°, respectivamente (Richardson, 1981). Estos valores, corresponden a un mimino
energético relativamente marcado en el espacio conformacional, ain ignorando la contribucién
estabilizadora de los enlaces de hidrégeno.

Una vez que los dngulos diedros de un segmento de la cadena adoptan los valores
helicoidales, los grupos polares del esqueleto se encuentran automdéticamente situados con la
orientacién adecuada, paralela al eje de la hélice, para la formacién de enlaces de hidr6geno con
otros grupos complementarios. Como consecuencia, cada grupo donor [-N-H] de la hélice se
encuentra implicado en un puente de hidrégeno con el grupo aceptor [-C-O] perteneciente al
resto situado cuatro posiciones m4s adelante. La estructura resultante satisface por completo el
potencial formador de enlaces de hidrégeno de los grupos polares consecutivos del esqueleto
peptidico, con la excepcién de los primeros cuatro grupos de los extremos inicial y final, que se
encuentran descompensados. De acuerdo con la nomenclatura cldsica para la descripcién de
hélices polipeptidicas, 1a hélice alfa se conoce como una hélice 3.6,3, siendo 3.6 el mimero de
restos por vuelta y 13 el nimero de 4tomos incluido en el segmento comprendido en un enlace de
hidr6geno. El avance por resto en la hélice es de 1.5 A, por lo que cada vuelta se encuentra
separada verticalemente de la anterior por 5.4 A.

El modelo propuesto por Pauling (mostrado en la figura II.A.1) fue confirmado
experimentalmente a raiz del estudio mediante reflexién de rayos X de cristales de hemoglobina y
de fibras de queratina, habiendo sido la obtencién de la estructura de alta resolucién de
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mioglobina la prueba concluyente. Dado que cada vuelta de hélice contiene 3.6 amino4cidos, sus
cadenas laterales se encuentran dispuestas casi perpendicularmente al eje de 1a hélice y espaciadas
aproximadamente cada 100°, por lo que las posibilidades de establecimiento de
interacciones especfficas entre ellas son méximas en las posiciones (i, i+4) e (i, i+3). Las
hélices en protefnas suelen encontrarse en regiones préximas a la superficie, por 10 que puede
observarse cierta tendencia a alternar el carécter hidrofilico e hidrof6bico de las cadenas laterales
con una periodicidad de aproximadamente tres o cuatro restos, caracteristica que dota a la
estructura de un marcado caricter anfipético (Eisenberg et al., 1982).

A pesar de que estas hélices son una de las estructuras mds regulares encontradas en
protefnas, pueden observarse ciertos defectos o deformaciones que se traducen en pequefias
desviaciones del eje de la hélice de hasta 20°, pero que no alcanzan a romper el patrén
caracteristico de enlaces de hidrégeno. La presencia de restos de prolina en el interior de 1a hélice
es la causa mds cominmente observada de este tipo de desviaciones, ya que, aunque es capaz de
adaptarse correctamente a la primera vuelta de la hélice, el anillo establecido entre su cadena
lateral y el esqueleto peptidico introduce especiales restricciones estéricas y anula su potencial
como donor en un enlace de hidrégeno.

Debido a la elevada regularidad de la estructura, los dipolos de las unidades peptidicas se
encuentran orientados en la misma direccion, a lo largo del eje de la hélice y con sus regiones
positivas apuntando hacia el extremo amino-terminal. El efecto global de esta disposicién es la
existencia, incluso a pesar de los distintos efectos apantalladores, de un dipolo neto en la
estructura helicoidal (Hol et al., 1978; Wada, 1976), que le confiere propiedades caracterfsticas,
como la tendencia a unir especies cargadas. Diversas medidas de los momentos dipolares de
cadenas polipeptidicas no cargadas, formadoras de hélices, en funcién de su longitud demuestra la
existencia de dicho macrodipolo. El incremento del momento dipolar por amino4cido se estima
en 3.2-3.4 D (Wada, 1976).

El cardcter local de las interacciones establecidas en la hélice contrasta con la situacién
encontrada para la 1dmina beta, estructura secundaria también de caracter repetitivo en la que los
puentes de hidrégeno del esqueleto se establecen entre grupos complementarios pertenecientes a
hebras adyacentes, que pueden encontrarse muy lejanos en la secuencia. La frecuencia con que
aparecen en protefnas, aproximadamente una cuarta parte de los restos de proteinas globulares de
estructura conocida se encuentran en conformacién helicoidal (Kabsch & Sander, 1983), asf como
el hecho de que sus enlaces de hidr6geno se encuentren confinados en el interior del segmento
helicoidal, sugiere que las hélices alfa pueden actuar como unidades auténomas de plegamiento
en protefnas. Esta hipétesis se ve reforzada por un nimero cada vez mayor de evidencias
experimentales que demuestran la estabilidad en disolucién acuosa de la estructura helicoidal
tanto de fragmentos aislados de proteinas como de pequefios péptidos sintéticos.

I1.A.1.3.-Propensiones helicoidales.
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Figura I1.A.1: Modelo estructural de una hélice alfa. Los dtomos
se han coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica, de modo que
las esferas verdes representan dtomos de carbono, las azules de
nitrégeno, las rojas de oxigeno, y las blancas los hidrdgenos amida. El
panel de la izquierda muestra una vista frontal de la hélice, donde las
lineas blancas representan los enlaces de hidrdgeno establecidos entre
los dtomos del esqueleto peptidico y las esferas verdes de mayor
tamario las posiciones de las cadenas laterales. El panel de la derecha
muestra la hélice vista desde el extremo carboxilo-terminal, a lo largo

de su eje principal.
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Tanto para la prediccién de estructuras secundarias a partir de la secuencia aminoacidica,
como para el estudio del mecanismo de plegamiento de proteinas, es importante determinar si
efectivamente existen diferencias en cuanto a la tendencia de cada uno de los aminoécidos a
adoptar conformaciones helicoidales, asi como las consecuencias que las posibles diferencias
pudieran tener en la determinacién de la estructura nativa. En este sentido, tanto los diversos
andlisis estadfsticos de la base de datos de estructuras tridimensionales de proteinas (que han
revelado la existencia de diferencias en las frecuencias con que los distintos amino4cidos aparecen
formando parte de una hélice alfa) como los numerosos estudios experimentales llevados a cabo
con polipéptidos y copolimeros sintéticos (que muestran la estabilizacion diferencial de las hélices
por los distintos tipos de aminoécidos) apuntan hacia la existencia efectiva de diferentes
tendencias a adoptar conformaciones helicoidales entre los distintos amino4cidos.

En general, con la excepcién de prolina, cuyo nitrégeno amida presenta caracteristicas
especiales al encontrarse formando parte del anillo (por lo que carece de capacidad para
establecer los enlaces de hidr6geno y adoptar los dngulos diedros caracteristicos de la hélice)
todos los amino4cidos son equivalentes en cuanto a su potencial para establecer enlaces de
hidrégeno entre los grupos de su cadena principal. El origen de sus contribuciones diferenciales a
la estabilidad de una hélice alfa debe radicar, pues, en la naturaleza de sus cadenas laterales. Por
tanto, puede definirse la propension helicoidal intrinseca de un aminoédcido cualquiera como la
medida de la influencia que su cadena lateral ejerce sobre la conformacién del esqueleto peptidico
como consecuencia de las interacciones de corto alcance establecidas entre dicha cadena lateral y
los grupos del esqueleto, y de sus respectivas interacciones con el disolvente.

Las propensiones helicoidales intrinsecas de los distintos aminoé4cidos se han estimado
utilizando muy distintos enfoques, que incluyen estudios estadisticos (Chou & Fasman, 1978;
Williams et al., 1987), andlisis “host-guest” (Wdjcik et al., 1990), estudios sobre péptidos modelo
(Lyu et al., 1990; Merutka et al., 1990; O'Neil & DeGrado, 1990; Padmanabhan et al., 1990),
mutagénesis dirigida en protefnas (Horovitz et al., 1992), aplicacién de redes neuronales (Hirst &
Sternberg, 1992; Holley & Karplus, 1989; Kneller et al., 1990), y célculos de dindmica molecular
(Creamer & Rose, 1992; Hermans et al., 1992). La propensién helicoidal de un amino4cido
determinado puede expresarse como su frecuencia de aparicién en una posicién determinada en
hélices de protefnas, como la constante de equilibrio correspondiente a la adicién de dicho
aminodcido al final de una hélice previamente iniciada (equivalente a los pardmetros de
propagacién de los modelos termodindmico-estadfsticos?), o bien como la diferencia relativa en
energfa libre resultante de la substitucién de dicho amino4cido en una posicién determinada de

una proteina (AAG).

aVer seccién XX donde se describen los formalismos termodindmico-estadisticos para la transicién
hélice-ovillo estadistico.
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En general, ademds de las propensiones helicoidales intrinsecas de los amino4cidos que
constituyen su secuencia, existen diversos factores que determinan la estabilidad de una hélice,
siendo los mds importantes las interacciones establecidas entre ciertas cadenas laterales y los
grupos polares descompensados de los extremos amino y carboxilo de 1a hélice (interacciones de
“capping”) y las existentes entre las cadenas laterales. Entre estas ultimas cabe destacar, los
contactos de naturaleza hidrof6bica, las interacciones electrostéticas (especialmente las existentes
entre las cadenas cargadas y el dipolo de la hélice), y otras interacciones especificas como la
formacién de pares i6nicos o puentes de hidré6geno. En el caso de una hélice no aislada, inmersa
en el contexto de una proteina, las interacciones terciarias de largo alcance con el resto de la
estructura contribuyen notablemente a su estabilizacién. En resumen, la propensién de una
cadena a adoptar una estructura secundaria determinada, que depende especificamente de su
secuencia y surge a partir de interacciones de corto alcance, contribuye, junto con los contactos
terciarios, a la estabilizacion de 1a estructura final de una protefna.

A finales de los afios cincuenta y principio de los sesenta se desarrollaron varios modelos,

similares entre sf en cuanto a sus caracteristicas principales, con objeto de explicar la transicién de
hélice-ovillo estadfstico en cadenas polipeptidicas aisladas, habiendo sido los desarrollados por
Zimm y Bragg (Zimm & Bragg, 1959) y Lifson y Roig (Lifson & Roig, 1961) los mds
ampliamente utilizados hasta el momento. Estos formalismos estdn basados en un modelo
mecénico-estadistico para la transicion, segin el cual cada resto puede existir inicamente en dos
conformaciones diferentes: hélice alfa y ovillo estadistico. Sin embargo, la transicién global, que
implica a toda la molécula, no consiste en un proceso de dos estados en el que lnicamente
intervienen conformaciones completamente helicoidales y ovillos estadisticos. Por el contrario, se
trata de una transicion entre un estado caracterizado por una distribucién de moléculas, en su
mayor parte helicoidales aunque fuertemente distorsionadas en sus extremos, y otro, en el que las

moléculas se encuentran predominantemente constituidas por regiones desplegadas.

II.A.2.1.-Modelo general para la formacion de una hélice.

La termodindmica de formacién de una hélice alfa se basa fundamentalmente en su
geometrfa, segin la cual el grupo carbonilo de un enlace peptidico i se encuentra unido mediante
un enlace de hidrégeno al nitrégeno amida del grupo peptidico en posicién i+3. De este modo, el
establecimiento de uno de estos enlaces requiere la inmovilizacién de cuatro unidades peptidicas
consecutivas 0, 1o que es equivalente, la restriccién de sus correspondientes dngulos ¢ y y a las
regiones helicoidales del espacio conformacional.

'S 00DSSOCCE0000006%006000000000000000G00000000000000a00n0000>
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Desde un punto de vista energético, la adicién de una unidad peptidica a una hélice ya
existente implica una contribucién a la energfa libre procedente de la formacién de un enlace de
hidr6égeno, una contribucién entrépica negativa originada por la congelacién de los grados de
libertad del esqueleto peptidico, asf como el cambio en energfa libre correspondiente a su cadena
lateral. Este iltimo incluye las interacciones de la cadena lateral con el resto de la hélice asf como
el costo entrépico asociado a la reducci6én de su libertad conformacional, como consecuencia de
1a adopcién de los valores helicoidales para los diedros del esqueleto peptfdico. No se consideran,
sin embargo, al menos en los tratamientos originales, las posibles interacciones especfficas entre
dos cadenas laterales. En resumen, la adicién de un nuevo resto a la hélice lleva asociado un
cambio en energfa libre (AG,) asf como una constante de equilibrio (s) que dependen de la
naturaleza de 1a cadena lateral y de la temperatura..

La iniciaci6én o nucleacién de la hélice, es decir, la formacién del primer enlace de
hidrégeno, es especial, ya que implica la restriccién conformacional de tres restos aminoacfdicos
(o cuatro grupos peptidicos). Como consecuencia, el cambio de energfa libre asociado a esta etapa
contiene, adem4s de la energfa libre correspondiente a la propagacién AG,, un término adicional,
AG,,., que refleja la existencia de un costo entrépico adicional que no se encuentra compensado
por el establecimiento de los enlaces de hidrégeno correspondientes. Esta energia libre de exceso,
considerada generalmente de naturaleza fundamentalmente entrépica, se representa como el
pardmetro de nucleacién 6, de modo que la constante de equilibrio que describe 1a formacién de
una hélice de n, restos tiene la forma K = os" 2. Este pardmetro de nucleaci6n es el responsable
de 1a cooperatividad de la transicién y se considera generalmente independiente de 1a temperatura

y de la naturaleza de los amino4cidos implicados.

I1.A.2.2.-Principales tratamientos mecanico-estadisticos.

En general, cabe distinguir entre dos tipos de modelos teéricos, que se diferencian en el
criterio escogido para la definicién de los estados de referencia. Por un lado tenemos las teorias
que se sirven de la cuantificacién de los enlaces de hidrégeno establecidos en cada estado para la
asignacién de sus pesos estadfsticos (Gibbs & DiMarzio, 1959; Peller, 1959; Schellman, 1955a;
Zimm & Bragg, 1959), en las que el estado de referencia consiste en un resto cuyo grupo amida
no se encuentre implicado en la formacién de ningin enlace. Por otro, aquéllas en las que se
definen los distintos estados segin su localizacién en el espacio conformacional (Lifson & Roig,
1961; Nagai, 1960).

I1.A.2.2.1.-Modelo de Zimm y Bragg.

Para el desarrollo de este modelo los autores consideran el grupo peptidico (-CONH-)
como unidad bésica para la formacién de la hélice. Esta se inicia cuando el oxfgeno carbonilico
de la unidad peptidica (i) establece un enlace de hidrégeno con el nitrégeno amida del resto en
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posicién (i+3), de modo que los grupos carbonilo de los restos intermedios (i+1) e (i+2)quedan
sin emparejar. El peso estadfstico de esta etapa de nucleacién es os, donde G representa el
pardmetro de nucleacién y s el de propagacion.

En las etapas de propagacién posteriores, el grupo carbonilo de la unidad peptidica (i+1)
participa en el establecimiento de un enlace de hidr6geno con el grupo amida de la unidad
peptidica (i+4), siendo os? el peso estadfstico del estado con dos puentes de hidrégeno, y asf

sucesivamente.

I1.A.2.2.2.-Modelo de Lifson y Roig.

En este caso, la teorfa considera un amino4cido en conformacién helicoidal o no
helicoidal en funcién de los valores adoptados por los dngulos ¢ y y de su esqueleto peptidico.
En cierto modo, este modelo se encuentra mejor adaptado para el andlisis de la formacién de
hélices peptidicas ya que, en este caso, la unidad bdsica en el proceso corresponde a cada uno de
los restos aminoacfdicos. Esto implica que el pardmetro de propagacién w se encuentre asociado a
cada aminodcido o cadena lateral en lugar de a la formacién de un enlace de hidrégeno entre dos
restos.

En este modelo, la nucleacién de la hélice requiere la existencia de tres restos contiguos en
conformacién helicoidal. El papel de nucleacién de la hélice se asigna a ambos extremos,
correspondiendo a cada uno de ellos un peso estadfstico v y siendo la constante total de

nucleacién v2.

I1.A.2.2.3.-Comparacién de ambas teorias,

En la figura II.A.2 se muestran esquemditicamente los c6digos y pesos estadisticos
asignados por los distintos modelos a cada posici6én en la hélice, de modo que pueden observarse
las similitudes y diferencias entre ambas teorfas. Como consecuencia de los distintas definiciones
de los estados, los valores de los pardmetros de propagacién no son numéricamente equivalentes
en ambos' modelos, aunque es posible 1a comparacion directa de sus pardmetros (Lifson y Roig (w
y V) y Zimm y Bragg (s y 6)) mediante el empleo de las siguientes expresiones (Qian &
Schellman, 1992):

s=w/({+v) (IL.A.1)

c=v"/(1+v)* (ILA.2)

Ambos formalismos difieren asfmismo en su definicién de la longitud de la cadena y de la
nucleacién de la hélice. En el modelo de Lifson y Roig, 1a longitud de la cadena se encuentra

determinada por el nimero de restos que poseen enlaces peptidicos a ambos lados, mientras que el
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modelo de Zimm y Bragg la define como el nimero de unidades amida de la cadena. Como
consecuencia, en aquellos casos en que los péptidos se encuentran bloqueados en sus extremos
amino y carboxilo terminal, el nimero de unidades amida excede en uno al nimero de restos. En
el modelo se Zimm y Bragg, la iniciacién de la hélice implica la formacién del primer puente de
hidrégeno entre los restos (i, i+3), mientras que, por el contrario, la definicién de Lifson y Roig
implica que tres restos contiguos se encuentren en el espacio conformacional correspondiente a la
hélice.

Sin embargo, a pesar de estos matices que los diferencian, ambas teorias coinciden en
muchos aspectos como la definicién de la funcién de partici6én para la transicién hélice-ovillo
estadistico mediante el empleo de matrices de correlacién, procedimiento que permite el andlisis
de heteropolfmeros que contienen restos con diferentes propensiones helicoidales (valores de los
pardmetros s 6 w). En ocasiones, aunque las teorfas completas permiten la consideracién de
distintas regiones helicoidales en una dnica cadena, es frecuente recurrir a varias simplificaciones,
como son el tratamiento de la cadena peptidica como un homopolimero y la consideracién de un
tinico segmento helicoidal. Estas aproximaciones no demasiado dréasticas si se trabaja con cadenas

polipeptidicas de pequefia longitud, en las que la etapa de nucleacién es muy desfavorable.

Enlaces de hidrégeno

z z z z os s s z z (1)
0 0 Q Q 1 1 1 0 0 2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

CONH CONH CONH CONH CONH CONH CONH CONH
= Ca Co. Co. Ca Fom Ca Co CONH Ca CO NH

c c h h h h h c c 3)
u u v w w w v i u (O]
u n v w w v c u ®

Figura I1.A.2: Secuencia de diez unidades peptidicas o nueve restos aminoacidicos que contiene
un pequeiio fragmento helicoidal, donde las unidades peptidicas se muestran como rectingulos y
los restos aminoacidicos, centrados en los carbonos alfa, se representan como circulos. Las lineas
punteadas muestran el patron de puentes de hidrdgeno caracteristico de las hélices alfa. Como
puede observarse, existen seis unidade peptidicas o cinco restos inmovilizados en la hélice. Se
muestran asimismo los cédigos (1) y (3) asignados por las teorias de Zimm y Bragg y de Lifson
y Roig, respectivamente, a cada posicion de la cadena, vy los correspondientes pesos estadisticos
(2) y (4). La iiltima linea representa los pesos estadisticos de acuerdo con la teoria de Lifson y
Roig modificada para introducir los efectos de “capping”.

Una vez asignados los pesos estadfsticos a cada una de las posiciones en la hélice, la funcién de
particién (definida como la sumatoria de todos ellos) permite obtener de forma sencilla la
fraccién helicoidal, lo cual posibilita la comparacién de los resultados teéricos con datos
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experimentales, obtenidos mediante la aplicacién de técnicas estructurales como dicroismo
circular o resonancia magnética nuclear al estudio de las transiciones conformacionales de
péptidos helicoidales.

Ambos formalismos han demostrado su capacidad para describir adecuadamente las
transiciones hélice-ovillo estadfstico, tanto en el caso de homopolipéptidos de larga longitud en
disolventes orgénicos (a los que fueron aplicadas originariamente), como de disoluciones acuosas
de pequefios péptidos, ain a pesar de la influencia de los extremos de la cadena y de la posible
dependencia de los pardmetros con la naturaleza de los amino4cidos adyacentes. El éxito de
ambas teorfas justifica su utilizacién para la determinacién experimental de las propensiones
helicoidales de los distintos amino4cidos a partir del andlisis de los resultados obtenidos con

pequefios péptidos en disolucién acuosa.

I1.A.2.3.-Modificaciones de los modelos originales para la incorporacién de distintas

interacciones.

El estudio de la estabilidad estructural de pequefios péptidos de secuencias variadas, bien
caracterfsticas de fragmentos helicoidales en protefnas, o bien disefiadas con el propésito de
analizar la contribucién de interacciones especificas a la estabilidad de l1a estructura helicoidal,
presenta un especial interés. Sin embargo, 1a aplicacién de los modelos mecé4nico-estadisticos,
desarrollados en un principio para el tratamiento de homopolipéptidos de gran longitud, al
estudio de pequefios péptidos helicoidales de secuencias variadas requiere la introduccién de
ciertas modificaciones en el formalismo.

En primer lugar, la interpretacion de los resultados obtenidos de los experimentos de
substitucién en pequefios péptidos de secuencia conocida requiere la extensién de las teorfas para
su empleo en heteropolimeros. En este sentido, el formalismo desarrollado por Qian (Qian, 1993)
permite la estimacién del efecto que la substituciéon de un resto determinado produce en un
homopolfmero de longitud finita, llegando a la conclusién de que la estabilidad de un péptido
cualquiera con respecto a la substituciéon de uno de sus restos se encuentra determinada
fundamentalmente por dos factores: la propensién helicoidal intrinseca del sustituyente y la
susceptibilidad del sitio en el que se realiza la sustitucién, dependiente de la naturaleza de los
restos vecinos a éste.

En los dos modelos estadisticos originales, los restos en posiciones N-cap y C-cap
(definidas con detalle en la seccion I1.A.3.1.2), que se encuentran integrados s6lo parcialmente en
l1a hélice, se consideran en conformacién desplegada, por 1o que no contribuyen a la funcién de
particién. Sin embargo, se ha observado experimentalmente que la naturaleza de los restos
situados en estas posiciones contribuye notablemente a la modulacién de la estabilidad de la
hélice, por lo que la incorporacién de este fenémeno al formalismo de Lifson y Roig permitirfa
cuantificar las variaciones en el contenido helicoidal asociadas a estas substituciones. Doig y
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colaboradores (Doig et al., 1994) demostraron que la teorfa de Lifson y Roig puede modificarse
de forma sencilla para permitir la consideracién de estos efectos mediante la inclusién de los
amino4cidos terminales (o de los grupos acetilo o amida, que en ocasiones se encuentran
bloqueando los extremos) en la definicién de la funcién de particién sin mds que asignar a estos
restos sus correspondientes pesos estadfsticos. Esta operacién podrfa interpretarse como la
existencia de un proceso de nucleacién de mayor complejidad que el considerado inicialmente.
Las teorfas originales ignoran otros aspectos relevantes para la formacion de hélices
aisladas como pueden ser la interaccién de grupos cargados con el macrodipolo de la hélice o las
interacciones especificas establecidas entre cadenas laterales, por lo que ha sido necesario
incorporar diversas modificaciones que posibiliten la cuantificacién del efecto de estos fenémenos
sobre la estabilidad y el contenido helicoidal de un péptido determinado (Gans et al., 1991;
Scholtz et al., 1993; Shalongo & Stellwagen, 1995; Vdsquez et al., 1987; Visquez & Scheraga,
1988). Asfmismo, se han desarrollado formalismos que permiten acoplar la formacién de hélices
peptfdicas con el proceso de dimerizacién (Qian, 1994), de especial interés para el estudio de
sistemas como las denominadas cremalleras de leucina (“leucine zippers”) en las que ambos

procesos se encuentran estrechamente relacionados (O'Neil & DeGrado, 1990).

I1.A.3.-Escalas de propensién helicoidal.

La propensién helicoidal de un amino4cido es una medida de la influencia que su cadena
lateral ejerce sobre la conformacién del esqueleto peptidico, y tiene su origen en las interacciones
de corto alcance establecidas entre éste y las cadenas laterales, asf como entre ambos y el
disolvente. Son varios los posibles modos de expresar la propension helicoidal de un aminoé4cido
determinado, pudiendo identificarse con su frecuencia de aparicién en hélices de proteinas, con el
cambio de estabilidad relativo provocado por su introduccién en la secuencia, o bien con los
pardmetros de propagacion de las teorfas de transicién hélice-ovillo estadfstico (valores s y w de las
teorfas de Lifson-Roig (Lifson & Roig, 1961) y Zimm-Bragg (Zimm & Bragg, 1959),
respectivamente). En este dltimo caso, un amino4cido puede clasificarse como formador de
hélices, indiferente, o destructor, segiin su propensién helicoidal sea mayor que uno, uno, 0 menor
que uno, respectivamente.

El establecimiento de escalas de propensién helicoidal en las que se encuentre reflejado el
potencial formador de hélices de cada cadena lateral es importante para evaluar las contribuciones
de los distintos amino4cidos a la estabilidad de proteinas asi como para predecir la localizacion de
las hélices en la estructura de una protefna a partir de su secuencia. Numerosos grupos de
investigacién han abordado la determinacién de dichas propensiones helicoidales en sistemas de
naturaleza muy diversa (desde copolimeros sintéticos a pequefios péptidos helicoidales o
protefnas), empleando asfmismo una gran variedad de técnicas, que incluyen desde correlaciones

estadfsticas hasta dicroismo circular, resonancia magnética nuclear, o incluso dindmica molecular.
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I1.A.3.1.-Correlaciones estadisticas: Frecuencias de aparicién en hélices proteicas.

En los afios sesenta, tras la resolucién de las primeras estructuras tridimensionales de
protefnas, se observ$ cierta correlacién entre la frecuencia con que cada aminodcido aparecia en
conformacién helicoidal en las protefnas de estructura conocida y su tendencia a formar hélices
en polipéptidos sintéticos. Como consecuencia de dicha observacién, surge la idea de la existencia
de una relacién entre la frecuencia con que un amino4cido aparece en una posicién determinada

en la estructura y su efecto estabilizador en dicha posicién.

11.A.3.1.1.-Andlisis estadistico de Chou y Fasman.

Chou y Fasman mejoraron y extendieron correlaciones anteriores, més incompletas, con el
objeto de estimar las propensiones helicoidales de las distintas cadenas laterales a partir de su
frecuencia de aparicién en las secuencias helicoidales de las proteinas de estructura conocida
(Chou & Fasman, 1974; Chou & Fasman, 1978; Levitt, 1978), proponiendo la existencia de un
paralelismo entre el mecanismo de formacién de hélices en proteinas y en pequefios péptidos
(Chou & Fasman, 1974). El andlisis estadfstico de la frecuencia con que los amino4cidos naturales
se encuentran formando parte de diferentes estructuras secundarias sugiere que las distintas
cadenas laterales poseen diversas preferencias conformacionales (Chou & Fasman, 1978). Este
tipo de andlisis, sin embargo, no tiene en consideracion las restricciones en la secuencia debidas a
fenémenos como el elevado empaquetamiento en la estructura nativa, la tendencia de los restos
hidrofébicos a ocupar posiciones internas en la estructura tridimensional, o las preferencias de

algunos amino4cidos por encontrarse en las posiciones cercanas a los extremos de la hélice.

I1.A.3.1.2.-Otros estudios estadisticos: Consideracién de las propensiones N-cap y C-cap.

El aumento del nimero de estructuras tridimensionales en la base de datos ha permitido el
desarrollo de estudio estadisticos que describen las preferencias de cada amino4cido en las
distintas posiciones de la hélice con respecto a sus extremos (Presta & Rose, 1988; Richardson &
Richardson, 1988). La determinacién de la posicién de éstos es una de las cuestiones de
importancia en este tipo de tratamientos, existiendo diversas posibilidades. Asf, los extremos de
una hélice alfa pueden definirse de acuerdo a varios criterios, como los valores adoptados por los
dngulos ¢ y y del esqueleto peptidico (IUPAC-IUB, 1970), el patrén de enlaces de hidrégeno
(IUPAC-IUB, 1970, Kabsch & Sander, 1983), o la posicién de los carbonos alfa (Levitt & Greer,
1977).

Los restos que forman parte de la hélice y sus posiciones adyacentes se nombran de
acuerdo con el esquema:

N”-N-N P-NI-N2-N3-...-C3-C2-C1-Ccap-C’-C”

Cca
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donde los restos N1, N2, N3, ...., C3, C2, C1 se encuentran en conformacién helicoidal y
contribuyen al establecimientos de 1a red de enlaces de hidrégeno de la hélice. Los restos N, y
Ceoap
diedros no helicoidales, por lo que s6lo pueden considerarse como parcialmente integrados en la
estructura helicoidal. Por dltimo, los restos en situados en las posiciones N’, N°, C* y C”* se

sin embargo, aunque participan en la red de puentes de hidr6geno, presentan 4ngulos

encuentran completamente fuera de la hélice.

Entre las preferencias m4s notables encontradas mediante el andlisis de 1a base de datos
(Presta & Rose, 1988; Richardson & Richardson, 1988) cabe destacar, la elevada frecuencia con
que Gly aparece en la posicién C,, 1a ausencia de prolina en el interior de las hélices, asf como su
papel como iniciador de 1a hélice (como se desprende de su tendencia a encontrarse en posicion
N1). La asimetrfa en cuanto a las preferencias de los restos cargados por ocupar posiciones en los
extremos de la hélice (los amino4cidos con carga negativa se encuentran preferentemente en el
primer giro de la hélice y los de carga positiva en el dltimo) constituye, a su vez, otra observacion
interesante.

La posicién N-cap se encuentra frecuentemente ocupada por restos como Asn, Ser, Asp 0
Thr, que poseen la capacidad de establecer un enlace de hidrégeno con alguno de los grupos NH
descompensados de la primera vuelta de 1a hélice. Como es de esperar, estos mismos aminod4cidos
son relativamente poco frecuentes en el interior de l1a hélice debido a la posibilidad de desplazar a
los grupos del esqueleto peptidico de sus enlaces de hidrégeno. De acuerdo con la hipétesis de
Presta y Rose (Presta & Rose, 1988), basada en estas observaciones, la presencia de restos
amino4cidos en posiciones adyacentes a los extremos de la hélice con cadenas laterales que
puedan proporcionar grupos complementarios a los amida y carbonilos desapareados del
esqueleto peptfdico, representa una condicién necesaria para la formacién de la hélice. Por lo
tanto, la localizaci6n de las hélices en protefnas dependerfa exclusivamente de la informaci6n

contenida en la secuencia a nivel local.

I1.A.3.2.-Estudios con copolimeros sintéticos.

Los primeros estudios experimentales llevados a cabo por Scheraga y colaboradores se
basaron en la introduccién de los distintos aminodcidos en copolfmeros aleatorios
(fundamentalmente basados en hidroxibutil o hidroxipropil L glutamina, HBLG y HPLG) de
distintas longitudes y secuencias (Sueki et al., 1984; Wéjcik et al., 1990). El andlisis de los datos
experimentales se llevé a cabo mediante la aplicacién de la teorfa de Zimm y Bragg (Zimm &
Bragg, 1959), determindndose, por tanto, los pardmetros s y G para cada amino4cido. Los
resultados obtenidos llevaron a la conclusién de que todos los amino4cidos son, con la excepcién
de prolina (que por sus caracterfsticas especiales desestabiliza notablemente la estructura helicoidal
(Altmann et al., 1990)), indiferentes a la formacién de hélices.
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El que las propensiones helicoidales adopten valores cercanos a la unidad (entre 0.6 y 1.3
a 20 °C) para todos los aminoécidos es indicativo de una estabilidad muy reducida para cualquier
hélice aislada en disolucién. De hecho, la aplicaci6n de la teorfa de Zimm y Bragg (considerando
los pardmetros determinados experimentalmente para estos sistemas) predice la imposibilidad de
observar formaci6én alguna de hélices en disolucién acuosa para cadenas polipeptidicas de menos
de 20 amino4cidos de longitud (Shoemaker et al., 1985).

Sin embargo, estos resultados se encuentran en contradiccién con los obtenidos a partir
del estudio de pequefios péptidos ricos en Ala. Para estos sistemas, estables, aunque
marginalmente, en disolucién acuosa, se han obtenido valores de propensién helicoidal
distribucidos en un amplio intervalo energético, mayor de 1 kcal‘mol-!. Asimismo, tampoco se ha
encontrado una buena correlacién con los valores obtenidos con estos copolimeros sintéticos y los

procedentes del andlisis estadfstico dela base de datos de protefnas.

I1.A.3.3.-Estudios con péptidos monoméricos de bajo peso molecular.
11.A.3.3.1.-Interés del estudio de pequefios péptidos monoméricos.

Como se ha comentado en el apartado anterior, la aplicacion de las teorfas de transicion
hélice-ovillo estadistico, considerando los pardmetros obtenidos del estudio de las sustituciones en
copolimeros sintéticos (Sueki et al., 1984), predice la inestabilidad de cualquier péptido aislado de
longitud menor de veinte amino4cidos, que deberfa encontrarse completamente desestructurado
en disolucién acuosa (Bierzynski et al., 1982). Sin embargo, atin a pesar de la imposibilidad de
detectar ninguna estructura residual en un gran nimero de fragmentos correspondientes a
regiones helicoidales de varias protefnas, el descubrimiento de un pequefio grupo de estos
péptidos que, aislados de la proteina, mantienen cierto porcentaje de estructura helicoidal en
disolucién (Brown & Klee, 1971; Hughson et al., 1991; Jiménez et al., 1993; Sancho et al., 1992;
Waltho et al., 1993) despert6 el interés sobre la aplicacién de este tipo de sistemas al estudio de las
propensiones helicoidales de los distintos aminoécidos.

Son de destacar los resultados obtenidos del estudio de los péptidos C y S,
(correspondientes a los fragmentos 1-13 y 1-20, respectivamente, de Ribonucleasa A), que
revelaron la existencia de interacciones estabilizadoras de tipo electrostitico entre las cadenas
laterales y el dipolo de la hélice (Armstrong et al., 1993; Fairman et al., 1990; Shoemaker et al.,
1990; Shoemaker et al., 1985; Shoemaker et al., 1987), de gran importancia para la estabilidad
estructural del péptido, y que no habfan sido consideradas en los tratamientos tedricos. El andlisis
de los efectos producidos por numerosas substituciones realizadas, tanto en €stos péptidos, como
en otros de naturaleza sintética y caracterfsticas similares, permiti6 demostrar la existencia de
diferencias entre las propensiones helicoidales de los distintos aminodcidos de magnitud

notablemente mayor que las derivadas inicialmente a partir de los trabajos con copolimeros
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sintéticos. Estos resultados revelaron la importancia que dichas propensiones tienen en la
determinacién de la estabilidad estructural de los fragmentos peptidicos helicoidales (Chakrabartty
et al., 1991, Padmanabhan et al., 1990).

El estudio de péptidos de pequefia longitud, que forman hélices monoméricas en
disolucién, se ha convertido en una préictica comin para el andlisis de las propensiones
helicoidales de los amino4cidos (Chakrabartty et al., 1991; Gans et al., 1991; Kemp et al., 1991;
Lyu et al., 1990; Merutka et al., 1990; Padmanabhan et al., 1990; Stellwagen et al., 1992). Dada
su simplicidad estructural, este tipo de péptidos proporcionan sistemas modelo utiles, ya que
facilitan el examen de las distintas fuerzas que intervienen en la estabilizacion de los elementos de
estructura secundaria en protefnas. De este modo, se evitan las complicaciones asociadas al estudio
de sistemas m4s complejos como proteinas o hélices enrolladas (“‘coiled-coils™), en los que la
presencia de interacciones terciarias y el elevado grado de empaquetamiento pueden enmascarar
los efectos que las propensiones helicoidales intrinsecas de los amino4cidos puedan tener en la
estabilidad. Como contrapartida, el principal inconveniente de este tipo de sistemas reside en la
complejidad de interpretacién de los resultados, ya que, como demuestran numerosas evidencias
experimentales, el proceso de desplegamiento de una hélice aislada en disolucién no sigue un
modelo de dos estados, por lo que su andlisis requiere la aplicacion de modelos teéricos

multiestado para la transicién hélice-ovillo estadistico.

I1.A.3.3.2.-Necesidad de la aplicacion de teorias mecanico-estadisticas al andlisis de

transiciones hélice-ovillo estadistico en pequerios péptidos.

La aplicacién de cualquiera de los modelos tedricos (Zimm-Bragg, Lifson-Roig o alguna
de sus modificaciones) a la simulacién del proceso de desplegamiento de una hélice peptidica
aislada en disolucién revela que no se trata de una transicion entre dos estados, ya que la helicidad
no se encuentra uniformemente distribuida a lo largo del péptido. De este modo, dnicamente un
pequefio porcentaje de las moléculas en disolucién adoptan conformaciones completamente
helicoidales. Por el contrario, la mayorfa de ellas presentan diversos grados de distorsién,
especialmente notable en las regiones terminales, de modo que los segmentos helicoidales se
encuentran confinados fundamentalmente a las posiciones centrales de la hélice (Chakrabartty &
Baldwin, 1995; Schellman, 1958). La transici6én, inducida mediante el incremento de la
temperatura o de la concentracién de agentes desnaturalizantes, provoca el ensanchamiento de la
distribucién de probabilidad con respecto a la longitud de los segmentos helicoidales y la
consecuente disminucién de su longitud promedio.

Para comprobar experimentalmente estas predicciones seria necesario cuantificar la
probabilidad que cada uno de los restos en el péptido tiene de encontrarse en conformacion
helicoidal; magnitud que puede determinarse mediante técnicas como resonancia magnética
nuclear (mé4s concretamente técnicas de intercambio de hidrégeno-deuterio), que permiten
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obtener informacién sobre restos individuales. Las medidas obtenidas mediante dicroismo
circular, por el contrario, son un reflejo de 1a helicidad total del péptido, por lo que, dado que no
se trabaja con un sistema de dos estados, la obtencién de la propensién helicoidal de un
amino4cido particular a partir de su an4lisis requiere el empleo de alguno de los modelos tedricos
mencionados anteriormente.

Numerosos estudios sobre la formacién de hélices alfa mediante métodos de resonancia
magnética nuclear (medidas de los desplazamientos quimicos de los protones del carbono alfa,
constantes de acoplamiento o sefiales N.O.E.) han demostrado que la distribucién de restos
helicoidales no es uniforme en toda la cadena (Bradley et al., 1990; Gans et al., 1991; Liff et al.,
1991; Osterhout et al., 1989). Aunque estos métodos proporcionan informacién especifica de
cada amino4cido y corroboran la idea de que los péptidos helicoidales se encuentran fuertemente
distorsionados en sus extremos, no pueden ser fécilmente utilizados para llevar a cabo un andlisis
de car4cter cuantitativo. Por el contrario, las medidas de intercambio de hidrégeno-deuterio de los
protones amida permiten observar y cuantificar la distribucién de restos helicoidales en la cadena
peptidica, de modo que hacen posible establecer una relacién entre las probabilidades de
formacién de enlaces de hidrégeno y los pardmetros estadisticos de Zimm y Bragg (Rohl et al.,
1992). Los resultados obtenidos, junto con la notable variacién con la posicién en la hélice de los
efectos que las substituciones Ala->Gly tienen en la estabilidad de péptidos ricos en Ala
(Chakrabartty et al., 1991), concuerdan con la hipétesis de la existencia de importantes
distorsiones en los extremos de la hélice (Kuwajima & Baldwin, 1983; Rohl et al., 1992; Wand et
al., 1986). Como consecuencia, queda comprobada la imposibilidad de aplicar el modelo de dos
estados al andlisis de estos procesos asf como la idoneidad de los tratamientos
mecénico-estadisticos para el estudio del desplegamiento de pequefias hélices peptidicas.

11.A.3.3.3.-Principales sistemas peptidicos utilizados para el estudio de propensiones

helicoidales.

El estudio de las propensiones helicoidales se ha abordado en diversos sistemas peptidicos
de bajo peso molecular y cardcter monomérico, que se diferencian entre sf en el nimero de
interacciones existentes entre las cadenas laterales de los amino4cidos que constituyen la hélice y
que contribuyen a su estabilizacién. Sin embargo, el procedimiento seguido para estimar las
propensiones helicoidales es comin a todos ellos, y consiste en la introduccién del amino4cido
correspondiente en una o varias posiciones de la hélice, y el posterior anilisis, haciendo uso de las
teorfas de transicién hélice-ovillo estadistico, del cambio en contenido helicoidal (medido
generalmente mediante técnicas de dicroismo circular) producido por la substituci6n.

Uno de los resultados de mayor relevancia desprendido de los primeros estudios con este
tipo de sistemas es la excepcionalmente elevada propensi6n helicoidal de la alanina (Marqusee et
al.,, 1989). Este es el tnico amino4dcido capaz de formar hélices estables en ausencia de
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interacciones estabilizadoras entre las cadenas laterales o bien entre éstas y el dipolo de la hélice.
La utilizacién de péptidos ricos en Ala, solubilizados mediante la inclusién de algunos restos Lys
o GIn, ha servido de base para el estudio de las propensiones helicoidales de cada uno de los
veinte amino4cidos (Chakrabartty et al., 1994; Chakrabartty et al., 1991; Padmanabhan &
Baldwin, 1991; Padmanabhan et al., 1990). De igual modo, ha proporcionado informacién sobre
los efectos asociados a muy diversos tipos de interacciones, como pueden ser las interacciones de
“capping”, las interacciones electrostiticas con el dipolo de la hélice, o las interacciones
especificas entre dos cadenas laterales (Armstrong & Baldwin, 1993; Armstrong et al., 1993;
Chakrabartty et al., 1993b; Doig et al., 1994; Huyghues-Despointes et al., 1993; Padmanabhan et
al., 1994; Scholtz et al., 1993). El interés especial de este tipo de sistemas reside en la ausencia de
cadenas laterales que puedan interaccionar entre si 0 con el amino4cido introducido, de modo que
el andlisis e interpretacién de los resultados experimentales se simplifican (Chakrabartty et al.,
1994).

La estrategia alternativa al alto contenido en Ala para conseguir hélices estables en
disoluci6n consiste en introducir, en las posiciones adecuadas, cadenas laterales con capacidad
para establecer interacciones estabilizadoras, como puentes salinos, interacciones de ‘“capping”,
etc. Siguiendo este criterio, se han determinado las propensiones de numerosos aminodcidos en
péptidos altamente polares, estabilizados por numerosos puentes salinos solapados entre restos
Lys* y Glu- (Gans et al., 1991; Lyu et al., 1990; Lyu et al., 1989). Otros sistemas similares, de
naturaleza intermedia entre los dos primeros, hacen uso tanto del alto contenido en Alanina como
de la introduccién de interacciones especificas para conseguir la estabilizacién de las hélices en
disolucién (Merutka et al., 1990; Park et al., 1993a; Park et al., 1993b;Stellwagen et al., 1992).

Muy recientemente se han evaluado, asimismo, las propensiones helicoidales de los
amino4cidos substituidos en un péptido (correspondiente a una de las hélices de Ribonucleasa
T1), que muestra cierta estabilidad en disolucién (Myers et al., 1997a). Paralelamente, se han
determinado los efectos de substituciones equivalentes en la protefna completa, de modo que en
este caso ha sido posible realizar una comparacién directa de las propensiones helicoidales en
sistemas peptidicos y protefnas. Los valores obtenidos son muy similares en ambos sistemas de 1o
que se desprende que, en ciertas ocasiones y en contextos similares, las propensiones helicoidales

de los amino4cidos en péptidos y proteinas son equivalentes.

I1.A.3.4.-Estudios con proteinas y hélices enrolladas (coiled-coils).
I1.A.3.4.1.-Consideraciones generales.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, las hélices peptidicas aisladas son
s6lo marginalmente estables en disoluci6n, encontrdndose fuertemente distorsionadas en los
extremos. La situacién en protefnas es diferente ,dado que en estos sistemas la estabilidad de las

hélices estd determinada en gran medida por las interacciones terciarias establecidas con el resto
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de la molécula. En este caso, 1a naturaleza cooperativa de su desplegamiento permite el andlisis de
los datos experimentales haciendo uso de la aproximacién de dos estados.

Como contrapartida, la complejidad estructural de las protefnas puede complicar la
interpretacion de los resultados obtenidos, ya que la substitucién de un aminoé4cido en una
posicién determinada produce con frecuencia cambios en las conformaciones de las cadenas
laterales vecinas, que pueden conducir a la pérdida de interacciones previamente existentes asf
como al establecimiento de otras nuevas. El costo energético de este posible reajuste estructural se
alterarfa 1a medida de las propensiones helicoidales (Bell et al., 1992), por lo que, ain a pesar de la
imposibilidad de corregir cuantitativamente estos efectos, es recomendable el desarrollo de
estudios cristalogréficos paralelos que permitan la identificacion de posibles alteraciones
estructurales (Bell et al., 1992; Blaber et al., 1993);

El procedimiento seguido habitualmente consiste en la substitucién de un resto, situado en
una posicién helicoidal apropiada, por una nueva cadena lateral mediante técnicas de mutagénesis
dirigida, y en la posterior evaluacién del cambio en estabilidad frente al desplegamiento
provocado por la mutacién. De la diferencia en energia libre entre ambos mutantes puede
obtenerse la relacién entre las propensiones helicoidales (entendidas como el pardmetro s 6 w de

los modelos teéricos), de modo que:

S.__. 7
AG*(mutante A) — AG° (mutante B) = RT - [p —=nofcide 4
Saminoécido B (I1.A.3)

Como puede observarse, el andlisis de los efectos de las distintas substituciones en hélices
de protefnas s6lo permite la determinacion de las diferencias en propensién helicoidal entre pares
de amino4cidos, por 1o que, en este caso, no es posible obtener valores absolutos de las tendencias
helicodales de los distintos amino4cidos. Dado que glicina es uno de los amino4cidos, con la
excepcién de prolina, con menor propensién helicoidal, es comin su eleccién como referencia,
por lo que muy frecuentemente las propensiones helicoidales se expresan como el cambio en
estabilidad relativo al mutante de Gly, de forma que AAG = AG’(mutante X) - AG°(mutante Gly).

Este procedimiento de andlisis supone que las diferencias en propensiones helicoidales
son responsables de la totalidad del cambio en estabilidad entre ambos mutantes y que el resto
substituido no participa en interacciones con otras cadenas laterales o con el esqueleto peptidico.
Por tanto, para llevar a cabo este tipo de estudios en protefnas es necesario elegir cuidadosamente
la posicién en la que realizar las mutaciones, de forma que las diferencias en propensién
helicoidal entre los amino4cidos sean el dnico factor determinante de los cambios en estabilidad
asociados a la mutacién. El sitio de substitucién ideal debe encontrarse en el tramo central de una
hélice regular y relativamente larga, para evitar posibles interferencias ocasionadas por el
establecimiento de interacciones especfficas con los extremos de 1a hélice (“capping”). Asfmismo,

debe encontrarse completamente expuesto al disolvente y suficientemente alejado de grupos
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cargados. Debe también carecer de posibilidades de contacto con cadenas laterales cercanas y
encontrarse alejado de contactos cristalinos que pudieran distorsionar la conformacién adoptada

por su cadena lateral en el cristal y obstaculizar el estudio estructural.

I1.A.3.4.2.-Diferentes sistemas proteicos utilizados para el estudio de propensiones

helicoidales.

Ain a pesar del elevado porcentaje de restos en conformacion helicoidal en proteinas
globulares, aquéllos que cumplen los requisitos necesarios para constituir un buen sitio en el que
llevar a cabo el estudio mutacional son muy escasos. De entre los trabajos llevados a cabo con
protefnas cabe destacar los realizados en las posiciones Ala-32 en Barnasa (Horovitz et al., 1992),
Ser-44 y Val-131 en Lisozima T4 (Blaber et al., 1994) y Ala-21 en Ribonucleasa T1 (Myers &
Pace, 1996; Myers et al., 1997a).

La Ala 32 se encuentra ubicada en la segunda hélice de Barnasa, formada por los restos
26 a 34 y de secuencia TKSEAQALG. Dado que el amino4cido en esta posicién se encuentra
completamente expuesto al disolvente y no participa en interacciones con el corazén de la
molécula, Fersht y colaboradores (Horovitz et al., 1992) llevaron a cabo la subsitucién de Ala-32
por los 19 amino4cidos, estimando sus propensiones helicoidales mediante la determinacion de las
estabilidades de cada uno de los mutantes a partir de experimentos de desnaturalizacién en urea a
25° C seguidos mediante fluorescencia.

En el caso de Lisozima T4, las substituciones se han realizado en la posicién 44, situada en
el interior de una hélice de secuencia Leu-Asn-Ala-Ala-Lys-Ser-Glu-Leu-Asp-Lys-Ala-Ile y que
comprende los restos 39 a 50 en la proteina, asi como en la posicién 131 correspondiente a la
hélice constituida por los restos 126 a 134 y que tiene la secuencia
Trp-Asp-Glu-Ala-Ala-Val-Asn-Leu-Ala. Aunque la primera de estas posiciones (Ser 44) cumple
con todos los requisitos necesarios para llevar a cabo al andlisis mutacional, en el segundo caso
existen ciertos inconvenientes (los valores adoptados por los 4ngulos del esqueleto peptidico, se
encuentran préximos al intervalo caracteristico de las hélices 3,, y existe la posibilidad de
establecimiento de interacciones especificas con otras cadenas laterales), por 10 que Unicamente se
ha llevado a cabo un nimero muy limitado de substituciones. Las propensiones helicoidales se
determinaron a partir de experimentos de desnaturalizacién térmica y se expresaron como valores
de AAG® medidos a la temperatura de transicién conformacional, Tm, de la protefna.

Asimismo, se han substituido los 19 amino4cidos en la posicién 21 de Ribonucleasa A,
correspondiente a la hélice formada por los restos 13 a 29 de secuencia
SSDVSTAQAAGYKLHED. Esta posicién posee muy buenas caracteristicas, dado que se
encuentra en el centro exacto de la hélice, en su cara expuesta al disolvente y con pocas
probabilidades de establecer contactos con otras cadenas laterales, ya que los restos en posicion
(i+3) e (i+4) se encuentra implicados en otras interacciones. La estabilidad de los distintos
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mutantes se determina mediante desnaturalizacién con urea a 25 °C seguida por fluorescencia. El
andlisis de las curvas de desnaturalizacién se llevé a cabo empleando el modelo de
desplegamiento de dos estados y el método de extrapolacion lineal.

I1.A.3.4.3.-H¢élices enrolladas (“Coiled coils” ).

Como se ha discutido anteriormente, uno de los problemas fundamentales que presenta el
estudio de propensiones helicoidales en protefnas proviene de la complejidad de interpretacion de
los cambios en estabilidad asociados a las substituciones, debido a posibles interferencias
procedentes de cambios conformacionales o a la modificacién de las interacciones como
consecuencia de las mutaciones, que pudieran enmascarar las contribuciones de las propensiones
intrinsecas. El empleo de sistemas de mayor simplicidad, pero suficientemente cooperativos como
para permitir la aplicacién del modelo de dos estados al andlisis de los resultados experimentales,
constituye una alternativa interesante para la determinacién de las propensiones intrinsecas de los
distintos amino4cidos.

Aunque la posibilidad de aplicacién del modelo de dos estados a su estudio ain es motivo
de discusién, el desplegamiento de pequefios péptidos “coiled-coil” es bastante cooperativo,
habiéndose obtenido resultados muy similares tanto aplicando dicho modelo como tratamientos
mecéanico-estadisticos (Qian, 1994). De este modo, O’Neil y DeGrado (O'Neil & DeGrado, 1990)
han medido las propensiones helicoidales de los veinte aminodcidos a partir de los experimentos
de substitucién llevados a cabo en un péptido con las caracteristicas correspondientes a las
cremalleras de leucinas, disefiado de forma que presente un comportamiento dimérico en
disolucién y se minimicen las interacciones no estrictamente locales entre los aminodcidos
substituidos y el resto de la cadena. Como consecuencia, el sitio de substitucién se encuentra
expuesto al disolvente en el estado dimérico y rodeado de aminodcidos con cadenas laterales no
cargadas y de pequefio tamafio. Las propensiones helicoidales se determinaron mediante el
estudio de la dependencia con la concentracién de la formacién de hélices en 5 M de urea. El
andlisis de los datos se llevé a cabo considerando un modelo de dos estados para la transicién
entre un dimero helicoidal y monémeros desplegados, de modo que las propensiones helicoidales
se expresan como los AAG® correspondientes a los cambios en la estabilidad de los dimeros con

respecto al mutante de Gly.

I1.A.3.5.-Estudios teéricos y semiempiricos.

Paralelamente a los estudios de tipo experimental, se han utilizado numerosas
aproximaciones teéricas para analizar las propensiones helicoidales y los determinantes de la
estabilidad de las hélices alfa en disolucién. De este modo, diversos autores han estudiado el
proceso de formacién y estabilizacién de hélices modelo o fragmentos helicoidales de protefnas
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mediante el empleo de simulaciones de dindmica molecular (Creamer & Rose, 1992; Creamer &
Rose, 1994; Hermans et al., 1992; Tirado-Rives & Jorgensen, 1991; Yang & Honig, 1995) o
andlisis de Monte Carlo (Okamoto, 1994).

De igual modo, se ha recurrido a la utilizacién de métodos de cardcter semiempirico para
llevar a cabo el andlisis de las propensiones helicoidales con objeto de establecer ciertas relaciones
que permitan predecir el grado de helicidad de un péptido determinado a partir de su secuencia.
Entre ellos cabe destacar el enfoque de Ooi y colaboradores (Ooi & Oobatake, 1991), que hacen
uso de su parametrizacién, previamente desarrollada para el andlisis de la termodindmica de
plegamiento de proteinas, de las distintas magnitudes termodindmicas en funcién de los cambios
en 4rea accesible al disolvente. Asf, los autores predicen un cambio de entalpia asociado a la
formacién de una hélice de polialanina muy similar al obtenido experimentalmente (Scholtz et al.,
1991), y la posibilidad de obtener hélices de pequefia longitud marginalmente estables en
disolucion.

De especial interés es el algoritmo AGADIR desarrollado por Mufioz y Serrano (Mufioz et
al., 1995a; Mufioz & Serrano, 1994; Muiioz & Serrano, 1995b; Muiloz & Serrano, 1995¢; Mufioz
& Serrano, 1995d) mediante el andlisis estadistico de numerosos resultados experimentales con
péptidos helicoidales en disolucién. Estos sistemas permiten obtener un juego de pardmetros que,
empleados dentro del contexto de un modelo termodindmico-estadistico adecuado, posibilitan la
prediccién con elevada precisién del contenido helicoidal de un péptido cualquiera en disolucién.

La similitud entre los resultados obtenidos a partir de estos estudios y las propensiones
procedentes de los trabajos experimentales valida su utilizacién para llevar a cabo un andlisis
detallado de los diferentes factores responsables de las preferencias conformacionales de cada
amino4cido y de las diferencias en estabilidad de las hélices de las que forman parte. De este
modo, a pesar del origen fundamentalmente entdlpico de la estabilidad de la hélice (Ooi &
Oobatake, 1991; Scholtz et al., 1991), se ha identificado 1a diferencia en libertad conformacional
entre las distintas cadenas laterales en conformacién helicoidal como uno de los origenes y
principal determinante de las diferentes tendencias helicoidales de los amino4cidos. Asimismo, se
ha demostrado que la diferencia en propensién helicoidal entre Ala y Gly puede ser atribuida casi
en su totalidad al mayor espacio conformacional accesible para Gly en el estado desplegado, lo
cual desfavorece notablemente la formacién de la hélice. Aunque en menor grado, otros factores
como el establecimiento de interacciones no covalentes, 1a hidratacién diferencial de los distintos
restos, asf como el potencial para establecer interacciones especificas (puentes i6nicos, enlaces de
hidr6geno o contactos hidrofébicos) entre sus cadenas laterales y el resto de la hélice son de
importancia en la determinacién de la propensi6én helicoidal de cada amino4cido.

I1.A.4.-Principales conclusiones de los estudios experimentales.

I1.A 4.1.-Intervalo de propensiones helicoidales.
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En la tabla I1.A.1 se muestran las distintas escalas experimentales obtenidas con pequefios
péptidos aislados, “coiled coils” y protefnas. Las cuatro primeras columnas corresponden a
péptidos de pequefia longitud, estabilizados mediante su elevado contenido en Ala o bien
mediante la inclusién de interacciones especificas entre algunas de sus cadenas laterales,

especialmente puentes salinos entre los restos (i, i+4) e (i, i+3). La quinta y sexta columnas

Tabla I1.A.1: Escalas experimentales de propension helicoidal
AAG (Kcal/mol)

AK/AQ®) KEAKE® KAE,® EK,/® T1-Pep® T1-21¢ Ba-32) T4-44® T4-131® C-Coil1® Cop.1)
Aminoéacido 0°C) 0°C) 4°C) (@°C) (0°C) (25°C) (25°C) (52°C) (52°C) (20°C) (20°C)

Ala -1.97 -1.95 -1.05 079 -097 -0.90 091 -096 094 -077 035
Arg* -1.75 -1.96 0.64 - 050 -049 077 -077 ----- -0.68  -0.33
Asn -1.01 -0.83 -0.20 0.18 -035 -1.24 025 -039 - -007  -0.16
Asp’ -1.18 -0.85 e - 031 -123 s 042 077 e e
Asp- -1.16 -0.85 027 - -029  -0.19 020 e e -0.15 -0.08
Cys -1.06 -1.10 012 - -045  -0.16 0.09 -042 - 023 030
Gln -1.42 -1.33 -0.25 048 -0.67 -057 043 -0.80 ------- 033 030
Glu’ -1.49 -1.63 e e 080 095 - 053 -0.88 - -
Glu- -1.35 -1.56 0.84 e -066  -0.21 036 - - 027 -0.29
Gly 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00
His® -1.13 -0.78 -0.51 - 030 073 -0.06  --—---
His+ -0.86 078 e e 0.23 -0.34 0.13 057 - - -0.09
Ile -1.26 -1.17 -0.67 039 -0.63 -046 -0.10 -0.84 -0.84 -023 -0.39
Leu -1.61 -0.64 -0.69 ©0.62 -075 -0.77 056 -092 -0.77 -0.62 -0.23
Lys+ -1.68 -1.75 046  ------ -059  -0.39 072 -073 - -0.65 -0.27
Met -1.45 -1.50 -0.52 -0.57 -0.82 -0.75 060 -0.86 -0.81 -0.50 -0.42
Phe -0.97 -1.50 006  ------- -037  -033 022 059 @ - 041 -0.36
Ser -1.18 -0.94 -0.29 028 -050 -045 050 -053 -064 035 -0.15
Thr -0.75 -0.70 -0.16 023 -032 -033 012 -054 -056 -0.11 -0.19
Trp -1.01 -1.33 006  ------- -089  -0.60 007 -0.58  ----- 045 -037
Tyr -1.28 -1.17 090 - 059 -051 009 072 - 017 -032
Val -0.93 -0.70 -032 034 -033 024 003 -063 -0.68 -0.14 -0.28

(1) Péptido de secuencia -AAK(6 Q)JAXAAK(6 Q)A- : (Rohl et al., 1996).

(2) Péptido de secuencia -AKEAXAKEA- : (Chakrabartty & Baldwin, 1995; Park et al., 1993b).

(3) Péptido de secuencia -AKKAXAEEA-: (Yang et al., 1997).

(4) Péptido de secuencia -KKKKXXXEEE- : (Lyu et al., 1990).

(5)y (6): Hélice de secuencia -STAQXAAYK-, correspondiente a la region 13-29 de Ribonucleasa T1. (Myers
et al., 1997b)

(7) Hélice de secuencia -KSAQXLG-, correspondiente a la region 26-34 de Barnasa (los restos x+3 y x+4 no
forman parte de la hélice). (Horovitz et al., 1992)

(8) Hélice de secuencia -QAAKXELDK-, correspondiente a la region 39-50 de Lisozima T4. (Blaber et al.,
1994)

(9) Hélice de secuencia -DEAAXNLA-, correspondietne a la region 126-134 de Lisozima T4 (el resto x + 4 no
forma parte de la hélice). (Blaber et al., 1994)

(10) Hélice de secuencia -AALEXKLQA- integrada en la cremallera de leucina disefiada por O’Neill y
DeGrado. (O'Neil & DeGrado, 1990)

(11) Copolimeros sintéticos basados en polihidroxibutil glutamina. (Wéjcik et al., 1990)
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contienen los datos obtenidos para un péptido helicoidal de secuencia correspondiente a una de
las hélices de la Ribonucleasa T1, que mantiene cierto contenido helicoidal en disolucién acuosa y
los resultados de la substituciones en la posicién equivalente de la proteina completa,
respectivamente. Las restantes columnas muestran los valores de propensién helicoidal
correspondientes a mutaciones en diversas protefnas y “coiled coils”. Como puede observarse,
existe una buena correspondencia entre los valores obtenidos con los distintos sistemas,
especialmente si se consideran exclusivamente los aminodcidos no cargados, de modo que, en
general, se mantiene el orden de tendencias helicoidales de los distintos aminoécidos en todos
ellos.

De acuerdo con los resultados procedentes de los experimentos llevados a cabo con
copolfmeros de secuencia aleatoria (Wdjcik et al., 1990) las diferencias en cuanto a propensiones
helicoidales (pardmetro s en la teorfa de Zimm y Bragg) entre los distintos aminoécidos son
pequefias. Sin embargo, los resultados obtenidos del estudio de proteinas y pequefios péptidos
aislados en disolucién revelan diferencias de mayor magnitud (Chakrabartty et al., 1994;
Chakrabartty et al., 1993b; Lyu et al., 1990; O'Neil & DeGrado, 1990; Padmanabhan et al., 1990;
Park et al., 1993b).

La naturaleza de los copolimeros sintéticos, caracterizados por secuencias aleatorias,
longitudes no definidas y grados de polimerizacién generalmente superiores a 100 restos, parece
ser la responsable de su especial comportamiento. Las cadenas laterales de los restos de
hidroxialquil-L-glutamina, componente mayoritario de estos sistemas, parecen estar implicadas en
numerosas interacciones con otras cadenas laterales, y provocan una disminucién de la
sensibilidad de los experimentos de substitucién a la naturaleza del aminoécido introducido. De
este modo, los efectos que las propensiones intrinsecas de los distintos aminoécidos puedan tener
en la estabilidad de la conformacién helicoidal se encuentran atenuados (Myers et al., 1997b;
Pace & Scholtz, 1997; Padmanabhan et al., 1994).

El intervalo energético en que se encuentran distribuidas las propensiones helicoidales en
la mayorfa de los sistemas, tanto protefnas como péptidos, es muy similar y cercano a 1 kcal-mol-1.
Sin embargo, el comportamiento de algunos péptidos modelo discrepa de la tendencia general, de
modo que los resultados obtenidos con los péptidos basados en alanina duplican las propensiones
helicoidales encontradas en protefnas. Por otro lado, los péptidos estabilizados mediante puentes
salinos consecutivos dan lugar a diferencias en propensién helicoidal entre los distintos
amino4cidos un 30% menores que las correspondientes a protefnas, y, como ya se ha mencionado,
los estudios con copolfmeros proporcionan valores entre 2 y 3 veces mds pequefios.

Como posible origen de la discrepancia entre los valores obtenidos del andlisis de péptidos
basados en Ala y otros sistemas peptidicos, se ha sugerido la posible existencia de distorsiones en
la sefial de dicroismo circular debidas a la presencia de cadenas laterales aromdticas (Chakrabartty
et al.,, 1993b), asf como la utilizacién de formalismos teéricos para el andlisis de los datos
experimentales que no consideran la posibilidad de establecimiento de interacciones especfficas
entre cadenas laterales o efectos de capping (Chakrabartty et al., 1994; Doig et al., 1994).
Algunos autores han propuesto, asfmismo, la existencia de cierta relacién entre la naturaleza de las
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cadenas laterales en las inmediaciones del sitio de substitucién y la magnitud de las propensiones
helicoidales obtenidas en cada sistema (Marqusee et al., 1989; Myers et al.,, 1997a; Pace &
Scholtz, 1997; Padmanabhan et al., 1994). De hecho, algunos experimentos realizados con hélices
de cardcter anfipitico demuestran la existencia de fenémenos de este tipo, como puede deducirse
a partir de la diferencia observada entre los efectos que una misma subsitucién tiene en ambas
caras, hidrofilica e hidrof6bica, de la hélice (Zhou et al., 1993).

Se ha sugerido la posibilidad de que las diferencias observadas entre los distintos sistemas
tengan su origen en la naturaleza de los amino4cidos que los constituyen, y concretamente en el
efecto de las cadenas laterales en la hidratacién del esqueleto peptidico (Myers et al., 1997b; Pace
& Scholtz, 1997). En efecto, el intervalo energético en el que se distribuyen las propensiones
helicoidales en los distintos sistemas parece encontrarse inversamente relacionado con el tamario
promedio de las cadenas laterales cercanas a la posicién de substituci6n.

Los péptidos basados en alanina estdn disefiados de modo que las posiciones adyacentes al
sitio de substitucién asf como las correspondientes a los restos (i+3) e (i+4) estén ocupadas por
dicho amino4cido, de modo que, a consecuencia de su pequefio tamafio, su cadena lateral no
interferiria, ni en el estado desplegado ni en la conformaci6n helicoidal, en la hidratacién de los
grupos peptidicos. Por el contrario, en los péptidos y proteinas de secuencias naturales las cadenas
laterales presentes en posiciones (i, i+1), (i, i+3) e (i, i+4) son de naturaleza heterogénea y
generalmente de mayor tamaiio. Asfmismo, los péptidos modelo estabilizados mediante puentes
salinos (E,K,) est4n constituidos casi exclusivamente por glutdmicos y lisinas, que poseen cadenas
laterales voluminosas; los copolimeros sintéticos, que contienen cadenas laterales especialmente
largas y voluminosas (hidroxipropil o hidroxibutil glutamina) constituyen un caso extremo. En
los mutantes de lisozima T4 (Blaber et al., 1994) se observa, a partir de las estructuras cristalinas,
una mejor solvatacién de los grupos carbonilo y amida del esqueleto peptidico como
consecuencia de la introducci6n de restos de Ala en lugar de otros més voluminosos; por lo tanto,
las cadenas laterales adyacentes a la posicién de mutacién prodrfan afectar a la solvatacién del
esqueleto peptidico y modular, de este modo, la propensién helicoidal observada para el
amino4cido substituido.

Sin embargo, recientemente se ha medido el juego completo de propensiones helicoidales
en un péptido de caracterfsticas muy similares a los péptidos basados en Ala (mostrado en la
tercera columna de la tabla I.A.1) y en el que las cadenas laterales en posiciones de interés
presentan un volumen similar, habiéndose encontrado un valor de AAG para Gly de 1.05
kcal-mol-! (Yang et al., 1997). Estos resultados parecen indicar que la hipGtesis expuesta
anteriormente no puede aplicarse de modo universal, por lo que, hasta el momento, no se dispone
de una explicaciéon razonable que justifique las diferencias en los valores de AAG para los
péptidos AK/AQ y KEAEK y el resto de los sistemas experimentales.

I1.A.4.2.-Comparacién entre los resultados de anilisis estadisticos y estudios

experimentales.

Es interesante, asfmismo, comparar las propensiones helicoidales obtenidas
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experimentalmente con la frecuencia con que un determinado resto aparece en las posiciones
centrales de hélices de proteinas de estructura conocida. En la tabla I1.A.2 se recogen dos de las
escalas obtenidas mediante el andlisis estadfstico méds empleadas: la desarrollada por Chou y
Fasman (Chou & Fasman, 1978) a partir de la observacién de 29 estructuras y la de Williams y
colaboradores (Williams et al., 1987), producto del estudio de un grupo de 75 proteinas.

En general s6lo se observa una correlacién moderada entre las propensiones helicoidales
experimentales y ambas escalas, de modo que se pueden observar casos en los que amino4cidos

Tabla II.A.2: Otras escalas de propension helicoidal

AAG (kcal-mol-1)
Aminoécido AGADIR®) Williams(2) Chou-Fasman®) Pace®
Ala -1.10 -0.98 -0.85 -1.00
Arg -1.04 -0.78 -041 -0.79
Asn -0.50 -0.33 -0.10 -0.35
Asp -0.51 -0.56 -0.44 -0.31
Cys -0.50 -0.23 -0.13 -0.32
GIn -0.78 -0.84 -0.54 -0.61
Glu -0.76 -1.16 -0.94 -0.60
Gly 0.00 0.00 0.00 0.00
His -0.48 -0.62 -0.43 -0.39
Ile -0.75 -0.66 -0.51 -0.59
Leu -0.91 -0.91 -0.64 -0.79
Lys -0.95 -0.80 -0.59 -0.74
Met -0.89 -0.87 -0.88 -0.76
Phe -0.63 -0.73 -0.56 -0.46
Ser -0.58 -0.14 -0.20 -0.50
Thr -0.53 -0.33 -0.26 -0.34
Trp -0.63 -0.59 -0.51 -0.51
Tyr -0.63 -0.31 -0.12 -0.47
Val -0.64 -0.55 -0.49 -0.39

(1) Escala semiempirica basada en el andlisis termodindmico estadistico de 423 secuencias peptidicas: (Mufioz

& Serrano, 1995b)

(2) y (3 Escalas basadas en el andlisis estadistico de las base de datos estructurales de proteinas: (Williams et
al., 1987) y (Chou & Fasman, 1978), respectivamente.

(4) Escala promedio basadas en las distintas escalas experimentales de propensiones helicoidales: (Pace &
Scholtz, 1997)

de caricter fuertemente desestabilizador aparecen en las posiciones centrales de las hélices de
protefnas con una frecuencia s6lo cuatro veces menor que alanina (una vez corregidos los datos
por la frecuencia relativa de cada aminoécido) s6lo cuatro veces menor que alanina (Chakrabartty
et al., 1994). Esta observacion no es sorprendente si se considera que Chou y Fasman incluyen en
su estudio todos los restos en conformacién helicoidal, sin evaluar su posicioén en la hélice o su
situacién en el interior de la proteina. Estos resultados indican, por lo tanto, que la propensiones
helicoidales intrfnsecas tinicamente representan una fraccién de las preferencias conformacionales
de cada amino4cido y que existen otros determinantes adicionales como puede ser la presencia de
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interacciones terciarias que pueden ser de importancia.
La situacién es distinta con respecto a las propensiones N-cap (Doig & Baldwin, 1995)

para las que existe una muy buena correlacién con la frecuencia con que cada aminodcido
aparece en dicha posicién (Presta & Rose, 1988; Richardson & Richardson, 1988). Este fen6meno
puede ser consecuencia de la disposicién de los extremos de las hélices en la estructura
tridimensional, frecuentemente situados en zonas cercanas a la superficie y accesibles al
disolvente, que reduce significativamente su probabilidad de participacién en interacciones
terciarias.

I1.A.4.3.-Comparacién de las propensiones helicoidales en péptidos y proteinas.

Una cuesti6én importante para la evaluaci6én del papel que las propensiones helicoidales de
los amino4cidos tienen en la determinaci6n de la estabilidad y mecanismo de plegamiento de una
protefna es su aplicabilidad tanto a péptidos como a protefnas. De cualquier modo, dado que las
medidas de energfa libre en los distintos sistemas se han realizado bajo diferentes condiciones de
temperatura, fuerza i6nica y presencia de agentes desnaturalizantes, no es posible esperar una
correspondencia exacta entre ellos, aunque es interesante investigar la posibilidad de establecer
una escala de propensiones helicoidales de aplicabilidad general para cualquier hélice peptidica.

La existencia de correlaciones positivas entre los valores obtenidos con sistemas peptidicos,
protefnas y coiled-coils indica que las propensiones helicoidales contribuyen de modo similar a la
estabilidad conformacional, tanto en péptidos como en protefnas. La correlacion entre los datos
correspondientes a la protefnas entre sf es menor que la encontrada entre los sistemas peptidicos, 1o
que refleja la mayor influencia de factores externos, diffcilmente cuantificables, en la medida de
las propensiones helicoidales en éstas Gltimas. Es posible, por tanto, la existencia de cierta
dependencia de las medidas de propensién helicoidal del contexto en que se determinan, que
resulta de muy dificil correccién (Lin et al., 1994; Pinker et al., 1993).

Como se ha mencionado, es interesante determinar si la propensién helicoidal de un
amino4cido proporciona una contribucién energética equivalente en un péptido aislado y en una
protefna. Con este propdsito, Myers y colaboradores han medido las propensiones helicoidales de
los amino4cidos naturales en una de las hélices de Ribonucleasa T1 y en un péptido modelo de
secuencia idéntica (los resultados se muestran en la tabla II.A.1). Los autores observan que, en
este caso, las propensiones helicoidales de la mayorfa de los aminodcidos son muy similares en
ambos sistemas, siendo la correspondencia especialmente notable entre las cadenas laterales no
polares. Es conveniente hacer notar que el andlisis de los datos se ha llevado a cabo utilizando
modelos termodindmico-estadisticos multiestado para los datos correspondientes al sistema
peptidico y la aproximaci6én de dos estados para la protefna, por lo que la buena correspondencia
observada es indicativa asfmismo de la bondad de los modelos de transicién hélice-ovillo
estadfstico para la descripcién de la formaci6n de hélices peptidicas. De igual modo, los resultados
obtenidos constituyen una evidencia clara de que, en ciertas ocasiones, las propensiones
helicodales determinadas en sistemas peptfdicos son aplicables directamente a protefnas.

I1.A.4.4.-Escala de propensiones helicoidales consenso.
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Recientemente se ha propuesto una escala de propensién helicoidal consenso (mostrada
en la dltima columna de la tabla II.A.2) que incluye los once juegos de datos experimentales
recogidos en la tabla ILA.1 (Blaber et al., 1994; Horovitz et al., 1992; Mufioz & Serrano, 1995b;
Myers et al., 1997b; O'Neil & DeGrado, 1990; Park et al., 1993b; Rohl et al., 1996; Yang et al.,
1997), de modo que considera datos procedentes tanto de sistemas peptfdicos como de proteinas.
De acuerdo con los autores (Pace & Scholtz, 1997), esta escala general presenta una excelente
correspondencia con los resultados obtenidos por Mufioz y Serrano mediante su algoritmo
AGADIR (Muifioz & Serrano, 1995b) asf como con la desarrollada en este trabajo y presentada en
la seccion IV.A (Luque et al., 1996). La correlacién encontrada con las escalas resultantes de los
andlisis estadfsticos de la base de datos estructurales (Chou & Fasman, 1978; Richardson &
Richardson, 1988; Williams et al., 1987) es s6lo moderada . La tabla II.A.3 se recogen los
resultados de las distintas correlaciones.

Tabla I1.A.3: Correlacién entre diversas escalas de propension helicoidal y la escala experimental promedio
desarrollada por Pace y colaboradores (Pace & Scholtz, 1997)

Para amino4cidos no polares (Gly, Ala, Val, Ile, Leu, Met, Phe):

AK/AQ! AGADIR? WILLIAMS3 C.yF4 Luques

Coeficiente de Correlacion: 0.99 0.98 0.96 0.93 0.94
Pendiente: 191 1.05 0.97 0.84 0.74
Ordenada en el origen: -0.02 -0.06 -0.11 -0.07 0.01
Para todos los amino4cidos:

AK/AQ AGADIR WILLIAMS C.y F. Luque
Coeficiente de Correlacion: 0.94 097 0.78 0.74 0.93
Pendiente: 1,75 1.06 1.05 0.86 0.81
Ordenada en el origen: -0.07 -0.08 -0.12 -0.01 0.00

1(Rohl et al., 1996); 2(Mufioz & Serrano, 1995b); 3(Williams et al., 1987) ;4(Chou & Fasman, 1978); S(Luque
et al., 1996)

De acuerdo con esta escala general, Alanina es el amino4cido con mayor tendencia a
encontrarse en conformacién helicoidal, de modo que, en términos absolutos, es el Unico que
contribuye favorablemente a la estabilidad de la hélice (Rohl et al., 1996). A continuacién se
encuentran aquellos amino4cidos que poseen cadenas laterales largas y de cardcter hidrofGbico
como Met o Leu, junto con los que presentan grupos polares separados del esqueleto por varios
dtomos de carbono como Arg, Lys+, Gln o Glu-. En este tltimo caso, es interesante hacer notar la
desestabilizacion introducida por el grupo cargado de los restos Glu- y Asp-, que probablemente
refleja la disminucién de su propension helicoidal debido a la capacidad de sus cadenas laterales
para establecer enlaces de hidrégeno con los grupos amida del esqueleto peptidico. Tanto Gln
como Glu- son mejores formadores de hélices que Asn y Asp-, debido posiblemente a que, a
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consecuencia de la menor longitud de estos dltimos, el costo entrépico que supone el
establecimiento de interacciones especificas entre sus cadenas laterales y el esqueleto polipeptidico,
que desestabilizarfan la hélice, es menor.

La diferencia en entropfa conformacional entre las cadenas laterales de los amino4cidos
alifdticos en la hélice es la responsable de la mayor tendencia helicoidal de Leu frente Ile o Val,
aunque no existen motivos evidentes que justifiquen la mayor propensién de Ile frente a Val. Los
tres amino4cidos arom4ticos presentan tendencias helicoidales muy similares, 1o que sugiere que
la presencia de grupos con capacidad para establecer enlaces de hidr6geno en las cadenas laterales
de Trp y Tyr no tiene un efecto notable en sus correspondientes propensiones helicoidales. Todos
ellos ocupan posiciones intermedias en la escala, equidistantes entre Ala y Gly.

Los peores formadores de hélices son aquellos restos que poseen cadenas laterales
ramificadas en el carbono beta o bien presentan un grupo polar separado del esqueleto
tinicamente por un grupo -CH,-. Prolina es claramente el resto de mayor potencial
desestabilizador cuando se encuentra en posiciones centrales de la hélice debido a la geometria
caracterfstica de su anillo que le impide adoptar la conformacién helicoidal y a la carencia de un
hidr6geno amida que permita el establecimiento de enlaces de hidr6geno con el esqueleto
peptidico.

I1.A.4.5.- Interacciones adicionales de cardcter estabilizador.

I1.A.4.5.1.-Interacciones N-cap y C-cap.

La longitud promedio de las hélices alfa encontradas en proteinas globulares es de unos
doce restos, de modo que, en este caso, se establecen ocho enlaces de hidrégeno entre grupos
amina y carbonilo de las posiciones internas de la hélice mientras que los grupos amina donores
de los primeros cuatro restos, asf como los carbonilos aceptores de los cuatro dltimos se
encuentran descompensados. Por tanto, de acuerdo con la hip6tesis propuesta por Presta y Rose
(Presta & Rose, 1988), la presencia en las posiciones adyacentes a los extremos de 1a hélice de
amino4cidos, cuyas cadenas laterales posean la capacidad satisfacer los grupos donores y
aceptores descompensados, es de gran importancia para la determinacién de la estabilidad de la
estructura helicoidal.

Los restos N-cap y C-cap pueden definirse como aquellos que ocupan posiciones
adyacentes a la hélice y que, aunque participan en su red de enlaces de hidrégeno, no se
encuentran en conformacién helicoidal (Presta & Rose, 1988); o bien como el primer y dltimo
resto en la secuencia cuyo carbono alfa se encuentra incluido en el cilindro definido por la hélice
(Richardson & Richardson, 1988). En proteinas, la determinacién de los extremos de 1a hélice no
presenta demasiados problemas y ambas definiciones conducen a resultados muy similares. Por el
contrario, cuando se trabaja con péptidos pequefios, caracterizados por la existencia de numerosas
conformaciones parcialmente helicoidales que se interconvienten entre sf, la demarcacion de los
lfmites de las hélices no es tan secilla, ya que estd definida por la distribucién conformacional, a su
vez determinada por la secuencia amino4cidica y las propensiones helicoidales de cada resto.

El fen6meno del “capping” de la hélice consiste en el establecimiento de interacciones
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de corto alcance entre las cadenas laterales de los aminoécidos en posicién N-cap o C-cap y el
esqueleto peptidico. Asimismo, son importantes las interacciones que tanto estos grupos como el
esqueleto peptidico de los restos vecinos establecen con el disolvente. La tendencia de un
amino4cido cualquiera a ocupar estas posiciones en la hélice es una propiedad intrinseca de su
cadena lateral, y es independiente de su propensién helicoidal. El estudio de este fenémeno en
péptidos modelo requiere la modificacién de las teorias originales de transicién helice-ovillo
estadistico con objeto de incluir los restos N-cap y C-cap, inicialmente no considerados, en la
funcién en particion mediante 1a asignacién de sus correspondientes pesos estaditicos (ver figura
I1.A.2).

Diversos estudios experimentales demuestran que las interacciones de “capping”
estabilizan tanto las hélices peptidicas (Bruch et al., 1991; Forood et al., 1993; Lyu et al., 1993)
como las encontradas en protefnas (Bell et al., 1992; Serrano & Fersht, 1989; Serrano et al.,
1992a; Serrano et al., 1992b). La tendencia de los distintos amino4cidos a encontrarse en la
posicién N-cap en los péptidos ricos en alanina de la serie AK/AQ se ha determinado mediante la
aplicacion de la teorfa de Lifson y Roig modificada (Doig et al., 1994) al andlisis de los resultados
experimentales (Chakrabartty et al., 1994; Doig et al., 1994). Asimismo se han determinado la
propensiones relativas a alanina de varios amino4cidos en proteinas como Barnasa (Serrano et al.,
1992b) y Lisozima T4 (Bell et al., 1992), mostrados en la tabla I1.A 4.

Tabla I1.A.4: Cambios en energia libre asociados a la formacién de interacciones N-cap

AAG(kcal-mol-1)

Amino4cido AK/AQ() Lisozima T4(2) Barnasa(3)
Ala 0.00 0.00 0.00
Asn -1.41 -2.20 -0.86
Asp® e - 200
Asp- ————eee -1.90 —
Gln 0.93 - -0.42

Glu- e —_— -0.25
Gly -1.08 -0.60 -0.69
Ile -0.58 o -0.16
Leu -0.71 e P
Lys+ 0.50 s —
Met -0.39 — —
Pro -0.33 e 0.87
Ser -1.12 -1.90 -1.64
Thr -0.64 -2.80 -2.05
Val -0.10 0.00 0.15

() Valores obtenidos mediante la aplicacién de la teoria de Lifson y Roig modificada (Doig et al., 1994) al
andlisis de los péptidos ricos en Alanina de la serie AK/AQ (Chakrabartty et al., 1994).

() Valores obtenidos de la substitucion de varios aminodcidos en posicion 59 de Lisozima T4 a pH 2.0 (Bell et
al., 1992),

(3) Valores obtenidos de la substitucion de varios aminodcidos en las posiciones 6 y 26 de Barnasa (Serrano et
al., 1992a; Serrano et al., 1992b).
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De los resultados de estos estudios se desprende la existencia de una amplia dispersién en
la tendencia de los aminodcidos no cargados a ocupar la posicién N-cap, de modo que, en
general, estas tendencias son diferentes de sus propensiones helicoidales (Chakrabartty et al.,
1993a; Lyu et al., 1993; Serrano et al., 1992b). La magnitud de los cambios en energia libre
asociados a estas interacciones son similares a los correspondientes a la formacién de la hélice
(Chakrabartty et al., 1994), de tal forma que la sola substitucién de un amino4cido en el extremo
amino-terminal es suficiente para producir un profundo efecto en la estructura secundaria de
péptidos aislados (Forood et al., 1993).

Por el contrario, los efectos de las substituciones en la posicién C-cap de restos neutros y
no arométicos son muy pequefios. De este modo, con la excepcién de Gly, muy frecuentemente
encontrada en esta posicién, las diferencias entre las propensiones C-cap de los distintos
amino4cidos en hélices peptidicas son muy pequeiias. Es posible, por tanto, que el establecimiento
diferencial de estas interacciones sea el responsable de la ligera asimetrfa en contenido helicoidal
observada en pequefios péptidos de secuencias simétricas, justificando la mayor estabilidad
observada en el extremo amino-terminal en comparacién con el carboxilo-terminal (Chakrabartty
et al., 1993a).

Al igual que ocurre con las propensiones helicoidales, 1a tendencia de cada aminoécido a
ocupar estas posiciones puede racionalizarse de acuerdo con ciertos determinantes fisicos, entre
los que cabe destacar el establecimiento de enlaces de hidrégeno entre las cadenas laterales y el
esqueleto peptidico, la solvataciéon de los grupos amida descompensados, o la proteccién de
superficies apolares del contacto con el disolvente.

De este modo, los restos que poseen cadenas laterales polares y de pequefio tamafio (Asn,
Asp, Thr 6 Ser) presentan las mayores propensiones a ocupar estas posiciones debido a la
posibilidad de establecer un enlace de hidrégeno entre sus cadenas laterales y el esqueleto
peptidico (Presta & Rose, 1988; Richardson & Richardson, 1988). Por otro lado, la elevada
propensién N-cap de Gly se debe posiblemente a la ausencia de cadena lateral, 1o que posibilita
una mejor solvatacién de los grupos amida descompensados de la primera vuelta de la hélice
(Serrano et al., 1992a). Los amino4cidos no polares poseen bajas o moderadas propensiones
N-cap, que se correlacionan con tamafio de sus cadenas laterales, posiblemente a consecuencia de
la deshidratacién parcial, como consecuencia de la formacién de la hélice, de los grupos
hidrofébicos que las constituyen. La extremadamente baja propensiéon N-cap de Gln se ha
atribuido a su capacidad de formacién de enlaces de hidrégeno con el esqueleto peptidico en el
estado desplegado (Chakrabartty et al., 1993a).

La mayor tendencia de Gly en el extremo carboxilo terminal refleja su capacidad dnica
para adoptar conformaciones caracterizadas por 4ngulos diedros positivos, de modo que favorece
la solvatacién de los grupos carbonilo del esqueleto y permite el establecimiento simultdneo de
dos puentes de hidr6geno, imposibilitando, de este modo, 1a propagacién de 1a hélice.
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I1.A.4.5.2.-Interacciones entre grupos cargados y el dipolo de la hélice.

Como se ha descrito anteriormente, cualquier hélice alfa se asemeja a un macrodipolo con
un polo positivo (de carga aproximadamente igual a +0.5 en el extremo N-terminal) originado
por las cargas parciales de los cuatro grupos NH no implicados en la formacién de enlace de
hidrégeno, y otro negativo (de carga -0.5) asociado a los grupos CO de los tltimos cuatro restos
del extremo C-terminal (Hol et al., 1978; Sheridan et al., 1982; Wada, 1976). Como consecuencia,
la presencia en la hélice de cadenas laterales con grupos cargados da lugar a la aparicién de
interacciones de tipo electrostitico entre éstos y las cargas parciales de los grupos NH y CO del
esqueleto peptidico (Aquist et al., 1991; Tidor & Karplus, 1991), denominadas interacciones
“carga-dipolo de la hélice” o *“carga-esqueleto”.

La naturaleza exclusivamente electrostética, sin participacion de enlaces de hidrégeno, de
este tipo de interacciones se ha demostrado a través de numerosos estudios experimentales. Asf, los
resultados obtenidos de los experimentos llevados a cabo con copolimeros consituidos por dos
bloques, uno de aminodcidos cargados y otro de restos de alanina [(Glu),5(Ala),, y
(Lys),o(Ala)yo] no pueden interpretarse mediante la formacion de enlaces de hidr6geno. Por el
contrario, es necesario recurrir al modelo de interaccién carga-dipolo para justificar los
resultados. Asimismo, el andlisis de los efectos que diversos factores, como 1la situacién de los
bloques entre sf o la variacién de la temperatura de transicién (Tm) con la concentracién de sales,
tienen en la estabilidad demuestran la naturaleza electrostitica de las interacciones (Ihara et al.,
1982; Takahashi et al., 1989). La dependiencia con el pH de la Tm, observada para diversos
mutantes de Lisozima T4 en los que se ha introducido un grupo cargado en las proximidades del
extremo N-terminal, constituye una prueba adicional de la existencia de dichas interacciones
electrostéticas.

De igual modo, los efectos desestabilizadores observados como consecuencia de la
introduccién de restos cargados en el extremo de la hélice con carga de igual signo (Ihara et al.,
1982), asf como los efectos de apantallamiento a consecuencia de la concentracionde sales en
disolucién (Huyghues-Despointes et al., 1993; Ihara et al., 1982; Lockhart & Kim, 1993;
Shoemaker et al., 1987), inicamente pueden ser interpretados en términos electrostaticos.

Entre otros estudios dirigidos a elucidar la naturaleza y caracteristicas de estas
interacciones cabe destacar los llevados a cabo con el péptido S de Ribonucleasa con objeto de
observar la variacién de su cardcter helicoidal con la carga en el extremo N-terminal (Mitchinson
& Baldwin, 1986), o el andlisis de los efectos que la introduccién de restos cargados en diversas
posiciones de una hélice peptidica de carcter neutro tiene en su estabilidad (Armstrong &
Baldwin, 1993; Huyghues-Despointes et al., 1993; Scholtz et al., 1993). El ajuste de los datos
experimentales en este dltimo caso se ha llevado a cabo utilizando una modificacién de la teorfa
de Lifson y Roig, que incorpora los efectos de la interaccién entre un grupo cargado en cualquier
posicién de 1a hélice y su dipolo.
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I1.A.4.5.3.-Interacciones especificas entre cadenas laterales.

La comprensién de la formacion y estabilidad de las hélices alfa requiere 1a cuantificacién
de todas las interacciones existentes en estos elementos de estructura secundaria. Junto a
interacciones entre los grupos cargados de las cadenas laterales y el dipolo de la hélice, el
establecimiento de interacciones especificas entre cadenas laterales constituye uno de los
principales factores estabilizadores de las hélices peptidicas en disolucién (Bierzynski et al., 1982;
Shoemaker et al., 1985; Shoemaker et al., 1987).

En este contexto, diversos estudios experimentales llevados a cabo con pequefios péptidos
helicodales aislados de proteinas (como el péptido C de Ribonucleasa A) demostraron la
existencia de interacciones especificas entre diversas cadenas laterales. Entre ellas descatacan los
puentes salinos establecidos entre grupos cargados (Fairman et al., 1990; Osterhout et al., 1989) y
las interacciones entre grupos amino y cadenas laterales arométicas (Shoemaker et al., 1990),
esenciales para la estabilidad estructural de las hélices aisladas en disolucién.

Posteriormente diversos estudios estructurales han permitido la identificacién en protefnas
completas de interacciones similares a las encontradas en los péptidos aislados, 1o cual corrobora
el papel de estos elementos de estructura secundaria como unidades cooperativas independientes,

de gran importancia en la determinacién del mecanismo de plegamiento.

a.-Motivos estructurales caracteristicos de los extremos de la hélice.

Las interacciones entre las cadenas laterales en posicién (i, i+3)y (i, i+4), se habfan
identificado inicialmente, junto con las propensiones helicoidales intrinsecas de los distintos
amino4cidos, como los principales determinantes de 1a estabilidad de las hélices alfa. Sin embargo,
mds recientemente, el andlisis estadistico de la base de datos de protefnas ha conducido a la
localizacién, en los extremos amino y carboxilo terminal de has hélices, de motivos estructurales
especfificos de carécter local importantes para la estabilizacién y localizacién de las hélices en la
secuencia (Aurora et al., 1994; Harper & Rose, 1993; Muifioz et al.,, 1995b; Seale et al., 1994).
Entre los motivos estructurales de mayor interés cabe destacar los denominados “capping box”
e “hidrophobic staple” en el extremo amino-terminal as{ como el motivo de Schellman en el

carboxilo-terminal.

a.1.-"The capping box”.

Este motivo especifico, caracteristico del extremo amino-terminal, consiste en el
establecimiento de un enlace de hidr6geno recfproco entre los restos en posicion N-cap y N3
(Harper & Rose, 1993) (de acuerdo con la notacién descrita en la seccién I1.A.3.1.2). De este
modo, la cadena lateral del resto N-cap se encuentra enlazada con el grupo amida en posicién N3
y, recfprocamente, la cadena lateral de este dltimo participa en un enlace de hidrégeno con el
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correspondiente nitrégeno amida del resto en posicién N-cap. Por lo tanto, este motivo estructural
permite la compensacién de dos de los cuatro grupos donores libres de la primera vuelta de la

hélice, y podrfa actuar como la sefial que indique el final de la hélice tanto en péptidos como en
protefnas (Zhou et al., 1993).

a.2.-“The hydrophobic staple”.

El segundo motivo estructural de importancia, localizado asfmismo en el extremo
amino-terminal, es el resultado de la interaccién hidrofébica establecida entre las cadenas laterales
de los restos en posicion N’ y N4, asociada con la presencia de un resto con buenas propiedades
N-capping como Ser, Thr, Asp o Asn (Mufioz et al., 1995b).

El andlisis de la base de datos estructurales de protefnas (Mufioz & Serrano, 1995b)
muestra que este motivo estructural se encuentra con frecuencia acompafiado de estructuras de
“capping box”, de modo que la presencia de ambos motivos ejerce un efecto sinérgico en la
estabilidad de la hélice. El efecto estabilizador de este motivo estructural radica fundamentalmente
en el establecimiento de interacciones de tipo hidrof6bico entre dos restos voluminosos situados
en posiciones (i, i+5), aunque, cuando aparace asociado al motivo de “capping box”, la
geometrfa establecida permite el establecimiento adicional de interacciones (i, i+8) en la hélice
(Mufioz & Serrano, 1995a).

Diversos estudios experimentales llevados a cabo con péptidos monoméricos, disefiados
especfficamente para el andlisis de este tipo de interacciones, han demostrado la contribucién
significativa de ambos motivos estructurales a la estabilidad de la hélice en disolucién (Jiménez et
al., 1994; Lyu et al., 1993; Mufioz & Serrano, 1995b).

a.3.-El motivo estructural de Schellmann.

Este motivo, caracterfstico del extremo carboxilo terminal de la hélice, consiste en la
presencia de un resto en posicion C’ (generalmente Gly) con 4ngulos diedros positivos
acompafiado por el establecimiento de dos enlaces de hidrégeno entre los grupos del esqueleto
peptidico: uno entre los restos en posicién C3 y C*’ y el otro entre los situados en C2 y C’
(Aurora et al., 1994).

El anilisis estadfstico de 1a base de datos de protefnas ha revelado la existencia de un
patron caracterfstico (Hidrof6bico-X-Polar-X-Glicina-Hidrof6bico’) en 1a secuencia asociado a la
formacion de este motivo estructural (Aurora et al., 199;, Viguera & Serrano, 1995b), consistente
en la presencia de Gly en posici6n i, junto con restos hidrof6bicos en las posiciones (i-4) e (i+1)y
polares (o bien Ala) en posicién (i-2). De este modo, la interaccién hidrof6bica entre las cadenas
laterales, junto con el establecimiento de los dos enlaces de hidrégeno, facilitan 1a adopcién del
motivo estructural de Schellmann en este tipo de secuencias.

Al contrario que las interacciones descritas anteriormente, este motivo estructural
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contribuye s6lo ligeramente a la estabilidad helicoidal. El estudio experimental del papel que estas
secuencias juegan en la formacién del motivo de Schellman y, por tanto, en la estabilizacién de la
hélice, llevado a cabo con pequefios péptidos monomeéricos, ha demostrado 1a inestabilidad de este
tipo de disposiciones estructurales en disolucién acuosa. Esto se debe probablemente al alto costo
entrépico asociado con la inmovilizaci6én del resto de Gly, que no se encuentra compensado por
las interacciones hidrofébicas entre las cadenas laterales (Viguera & Serrano, 1995b). Los autores
apuntan hacia importancia de los efectos de contexto en los andlisis estadisticos llevados a cabo
con protefnas, y que estdn ausentes en el caso de péptidos monoméricos en disolucién acuosa. En
proteinas, la formacién del motivo estructural de Schellman puede resultar un modo c6modo de
proteger amplias superficies hidrofébicas del contacto con el disolvente y satisfacer,
simultdneamente, el potencial formador de enlaces de hidrégeno del extremo carboxilo terminal
de la hélice, que, de otro modo, necesitarfa del establecimiento de interacciones de m4s largo
alcance.

b.-Otras interacciones estabilizadoras entre cadenas laterales.

La existencia de interacciones entre las cadenas laterales de los distintos restos que
componen una hélice alfa ha demostrado ser una importante fuente de estabilizacién, de modo
que, en ocasiones, el cambio en energfa libre que conlleva su establecimiento es de magnitud
similar al asociado con la formaci6n interacciones fuertemente estabilizadoras como puentes
salinos. Las energfas de estabilizacién asociadas a algunas de estas interacciones se han
determinado cuantitativamente mediante el estudio de sistemas simplificados como pequefios
péptidos ricos en Ala (Chakrabartty & Baldwin, 1995).

Como se ha comentado anteriormente, la elevada propensién helicoidal de este
aminodcido permite obtener hélices peptidicas de 15 o 20 restos estables en disolucién, que
permiten controlar, en cierto modo, la naturaleza de las interacciones establecidas entre sus
cadenas laterales. De este modo, mediante la insercién de cadenas laterales de naturaleza variada
en distintas posiciones en la hélice, es posible cuantificar la estabilizacién adicional aportada por
cada tipo de interaccién, asf como su dependencia con las posiciones relativas ocupadas por las
distintas cadenas laterales. En condiciones 6ptimas, cuando el péptido de referencia posee
aproximadamente un 50% de contenido helicoidal, situacién en la que una pequeiia variacién en
energfa libre origina un cambio significativo en la helicidad, es posible determinar con suficiente
precision interacciones del orden de -0.5 kcal/mol (Scholtz et al., 1993). Al igual que en los casos
anteriores, el andlisis cuantitativo de los datos experimentales requiere el desarrollo de un modelo
termodindmico estadistico extendido que contemple la posibilidad de interacciones entre cadenas
laterales, no consideradas en los tratamientos originales (Scholtz et al., 1993; Shalongo &
Stellwagen, 1995).

Entre las interacciones mds frecuentemente observadas en péptidos y proteinas es
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necesario mencionar el establecimiento de puentes salinos entre las cadenas laterales de
amino4cidos cargados (Fairman et al., 1990; Gans et al., 1991; Huyghues-Despointes et al., 1993;
Lyu et al., 1990; Marqusee & Baldwin, 1987; Merutka et al., 1990; Scholtz et al., 1993), las
interacciones hidrof6bicas entre cadenas laterales apolares (Creamer & Rose, 1995; Padmanabhan
& Baldwin, 1994), el establecimiento de enlaces de hidrégeno entre dos cadenas laterales (Scholtz
et al., 1993), las interacciones entre cadenas arométicas y aminas cargadas (Armstrong & Baldwin,
1993; Shoemaker et al., 1990), o las interacciones entre restos azufrados y aromaticos (Reid et al.,

1985; Viguera & Serrano, 1995a).



9000900800060 09200800000000000C0000OCG%CC0000000000000000000000000

PROTEASAS ASPARTICAS 45

ILB.-PROTEASAS ASPARTICAS.

I1.B.1.-Enzimas proteoliticas.

Las enzimas proteoliticas desempefian una funcién de gran importancia en el ciclo de vida
de las protefnas, dado que la ruptura de enlaces peptidicos constituye una de sus modificaciones
m4s frecuentes. Tradicionalmente, la prote6lisis enzimética se ha asociado con procesos digestivos,
habiendo sido las proteasas presentes en el tracto digestivo de los mamiferos el principal foco de
atencién. Sin embargo, recientemente el interés se ha dirigido hacia proteasas que desempefian
funciones regulatorias en gran variedad de procesos fisiol6gicos de enorme relevancia. Asf, las
enzimas proteoliticas intervienen en la activacion de zim6genos, hormonas peptidicas y receptores,
en el procesamiento de cadenas polipeptidicas en el momento de su sintesis, en la activacién de
proteasas reguladoras implicadas en procesos de coagulacién sanguinea, asi como en diversos
procesos celulares desarrollados en gran variedad de tejidos.

En términos generales, el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la ruptura de un
enlace peptidico (mostrado en la figura I1.B.2 para el caso especifico de las proteasas aspérticas) es
comin a todas las proteasas. De este modo, durante la etapa inicial del proceso de hidr6lisis, el
carbono carbonilico del enlace peptidico, cuyo carcter electrofilico se encuentra exaltado debido
a la accién de un grupo electrofilico sobre el oxigeno carbonilico que incrementa la polarizacién
del enlace, sufre el ataque de un nucle6filo adecuado. Dicho ataque nucleofilico se encuentra
adicionalmente facilitado por la eliminacién de un prot6én del nucleéfilo, proceso que
generalmente se encuentra asistido por la intervencién de algin grupo de la enzima. La posterior
ruptura del intermedio tetraédrico generado como consecuencia de la adicién del nucleéfilo
requiere, asimismo, la asistencia de algin tipo de catdlisis 4cida general con objeto de facilitar la
salida del grupo amino terminal. La naturaleza de los grupos especificos que realizan dichas
funciones (ataque nucleofflico, catédlisis 4cido-base y asistencia electrofilica) es, sin embargo,
caracteristica de cada tipo de proteasa.

Las proteasas han sido clasificadas segtn diversos criterios como tamafio molecular, carga
eléctrica o especificidad por diversos substratos. Actualmente, de acuerdo con un sistema de
clasificacién mds racional basado en la comparacién de sus sitios activos, mecanismos de accion y
estructuras tridimensionales, la Unién Internacional de Bioquimica reconoce cuatro clases de
proteasas, agrupadas en seis familias (proteasas de serina I y II, tioproteasas, proteasas aspdrticas y
metaloproteasas I y II), cada una de las cuales presenta un juego caracteristico de aminoécidos

funcionales que, dispuestos en una configuracion especifica, conforman su sitio activo.

I.B.2.-Proteasas Aspdrticas.

3.B.2.1.-Caracteristicas Generales.
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Las proteasas asparticas se encuentran ampliamente representadas en la naturaleza, de
modo que estdn presentes en muy diversos tipos de sistemas, desde vertebrados, plantas y hongos
hasta retrovirus. Al igual que ocurre con otros grupos de enzimas, los miembros de esta familia
desempefian funciones muy distintas, dadas sus diferencias en actividad, especificidad y
estabilidad. Asf, las enzimas géstricas como Pepsina, Gastricsina o Quimosina, participan en los
procesos digestivos. Cathepsina E y D, localizadas en los lisosomas de varios tipos celulares,
intervienen en la degradaci6n intracelular de protefnas y se encuentran posiblemente implicadas
en el desarrollo de procesos cancerfgenos. Otras enzimas, como Renina, participan indirectamente
en el control de la presi6n sangufnea mediante la hidrolizaci6n altamente especifica de
angiotensin6geno, dando origen al decapéptido precursor de angiotensina II. Varias de las
protefnas del grupo participan en los procesos de esporulacién de hongos, como es el caso de
Endothiapepsina, Penicillopepsina o Mucorpepsina. Finalmente, las proteasas retroviricas
constituyen una pieza clave en el procesado de las distintas proteinas viricas, sintetizadas
originalmente como precursores poliproteicos inactivos, por lo que su intervencién es esencial
para la maduracién del virus.

Existen ciertas caracterfsticas universales que identifican una enzima como proteasa
aspértica (Davies, 1990; Tang & Wong, 1987). En general, todos los miembros del grupo
presentan un pH de méxima actividad en el intervalo acidico (con la excepcién de renina y las
proteasas retroviricas que operan a un pH cercano a la neutralidad), masas moleculares
comprendidas entre 35 y 40 kDalton, asi como especificidad por sustratos peptidicos en
conformacién extendida. Sin embargo, el rasgo mds caracterfstico de esta familia de proteasas es
la intervenci6én de dos grupos asparticos en el mecanismo catalitico, por 1o que estas enzimas son
susceptibles de ser inhibidas irreversiblemente por reactivos especificos del sitio de unién como el
éster metilico de diazoacetil-norleucina (Rajagopalan et al., 1966) y el ep6xido de
p-nitro-fenoxi-propano (Tang, 1971), cada uno de los cuales reacciona selectivamente con el
grupo carboxilo de uno de los aspérticos cataliticos (Asp?!® y Asp3? respectivamente, en notacion
correspondiente a pepsina), conduciendo a la inactivacién de la enzima. Asfmismo, Pepstatina,
pentapéptido de secuencia Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta, producido de forma natural por varias
especies de actinomicetos (Umezawa, 1970), constituye un inhibidor de muy alta afinidad,
universal a todas las proteasas asparticas (Bott et al., 1982; Cooper et al., 1989; Rao & Singh,

1991; Rich et al.,, 1985), de forma que uno de los restos de Estatina, (4cido
4(S)-amino-3(S)-hidroxi-6-metil heptanoico), actia como andlogo del estado tetraédrico de
transicién (Bailey et al., 1993; Blundell et al., 1987; Goldblum, 1988; James et al., 1992; Rich et
al., 1980). La estructura qufmica de este inhibidor se muestra en la figura ILB.3.

Las proteasas celulares, encontradas en mamiferos, plantas y hongos, estdn constituidas por
una tnica cadena polipeptidica de unos 327 amino4cidos de longitud, habiéndose encontrado un
5% de homologifa entre las secuencias de las diferentes enzimas. La mayorfa de estas protefnas se

sintetizan como zimégenos inactivos, los cuales contienen unos 45 amino4cidos adicionales en el

hbadodoacacatisocottocbhtosnscassanscscdscsacscscsccsrsconoracsnnoccansansana
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extremo amino-terminal que deben ser eliminados para dar origen a la forma activa de la enzima
(Davies, 1990; Tang & Wong, 1987). Por el contrario, las proteasas retroviricas son enzimas de
menor tamafio, constituidas por unos 130 amino4cidos en total, y de naturaleza homodimérica, de
modo que cada uno de los monémeros aporta la mitad de los elementos necesarios para

conformar el sitio activo.

I1.B.2.2.-Estructura Tridimensional.

En la actualidad se dispone de las estructuras tridimensionales de un grupo significativo
de estas proteinas, tanto de las proteasas del grupo de la Pepsina (pepsina porcina (Abad-Zapatero
et al., 1990; Cooper et al., 1990), Pepsinégeno (James & Sielecki, 1986), Quimosina bovina
(Newman et al., 1991), Renina humana (Sielecki et al., 1989), y las proteasas fingicas
Penicillopepsina (James & Sielecki, 1983), Rhizopuspepsina (Suguna et al., 1987a),
Endothiapepsina (Blundell et al., 1990) y Mucorpepsina (Watson et al., 1988)) como de diversas
enzimas retroviricas (Rous sarcoma virus (Miller et al.,, 1989b) o V.I.LH.-1 (Wlodawer et al.,
1989)). En términos generales, las estructuras tridimensionales de todas las proteasas aspérticas
son muy similares, 1o que, en combinacién con la homologia encontrada entre sus secuencias,
sugiere un origen evolutivo comiin para todas ellas.

La estructura secundaria, mostrada en la figura I1.B.4 para el caso concreto de
Endothiapepsina, estd constituida fundamentalmente por ldminas beta, con un muy pequefio
porcentaje de conformacién helicoidal. Estas protefnas presentan estructuras bilobulares, y estdn
constituidas por dos dominios muy similares (o bien dos monémeros idénticos en el caso de las
proteasas retroviricas) que se encuentran relacionados espacialmente por un eje binario de
rotacién. Ambos dominios estructurales se hallan separados por una profunda hendidura de unos
40 A de longitud, donde se encuentra localizado el sitio de unién de sustratos e inhibidores
competitivos, constituyendo, por tanto, el centro catalitico de la molécula.

Todas las proteasas aspdrticas, tanto las enzimas monoméricas del grupo de Pepsina como
las proteasas retroviricas, de naturaleza dimérica, presentan secuencias caracteristicas, altamente
conservadas, en las inmediaciones de los aspérticos cataliticos. E1 motivo X-Asp-Thr-Gly-Ser ,
donde X es un resto hidrofébico (generalmente Phe), aparece tanto en el dominio amino como
carboxilo terminal. Estos aminoé4cidos desempefian un papel esencial no s6lo en la definicién y
estabilizacién de la estructura del sitio activo a través de una intrincada y extremadamente
simétrica red de puentes de hidr6geno, sino en el establecimiento de interacciones con inhibidores
y sustratos.

El sitio activo puede acomodar hasta siete aminoécidos del ligando en los subsitios S4-S3’
(segitin la notaci6n establecida por Schechter y Berger (Schechter & Berger, 1967) y representada
en la figura I1.B.1) con preferencia para la hidrolizacién del enlace peptidico establecido entre los

resfduos en posicién S1 y S1°. Las variaciones en especificidad y actividad entre las diversas
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proteasas aspdrticas pueden racionalizarse como el resultado de alteraciones discretas en alguno
de los subsitios, dado que son las interacciones establecidas en cada uno de ellos las responsables
de situar el sustrato, de modo que el enlace peptidico hidrolizable se encuentre orientado
adecuadamente entre los dos grupos aspérticos catalfticos, esenciales para el proceso de hidrolisis.
Un rasgo peculiar de este tipo de proteasas es la existencia de una regién
excepcionalmente flexible o “flap” que descansa sobre el sitio activo en la protefna libre y que
debe abrirse para permitir el acceso del ligando. Una vez formado el complejo, esta aleta se cierra
sobre el ligando constituyendo la parte superior del sitio de unién y forzando la casi completa
deshidratacién tanto del sustrato o inhibidor como del centro activo de la enzima. Las numerosas
interacciones establecidas con el ligando estabilizan notablemente esta regién con la consecuente
pérdida de flexibilidad, que se refleja en la disminucién de los factores de temperatura en el
complejo con respecto a la protefna libre. Las proteasas retroviricas presentan dos de estos lazos
flexibles, cada uno aportado por uno de los mon6meros, de tamafio algo mayor que los
encontrados en muchas enzimas eucari6ticas, lo cual se traduce en el incremento del grado de

desolvataci6n del ligando como consecuencia de 1a unién a la protefna con respecto a las éstas.
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Figura I1.B.1: Nomenclatura de las distintas posiciones del sustrato y de los subsitios de union
en la enzima con respecto a la posicién del sitio de hidrdlisis, situado entre las posiciones P1y

P’

11.B.2.3.-Estado de ionizacion del sitio activo.

El centro activo de estas proteasas estd constituido por los grupos carboxilicos de los dos
aspérticos catalfticos, cada uno de ellos aportado por uno de los dominios (0 mon6meros en el
caso de las proteasas retroviricas) de la protefna. Una complicada red de enlaces de hidrégeno en
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la que participan restos de ambos dominios confiere rigidez y estabilidad al sitio activo, de modo
que los dos carboxilos se encuentran forzados en sus posiciones coplanares, manteniendo una
molécula de agua coordinada entre ellos. Dada la pequefia distancia observada entre sus oxigenos
en la estructura tridimensional, se ha postulado la existencia de un 4tomo de hidr6geno
compartido por ambos grupos carboxilicos, asf como el establecimiento de diversos enlaces de
hidr6geno con la molécula de agua.

La disposicién simétrica de ambos grupos aspérticos, la existencia de la molécula de agua
entre ellos, asf como la conservacién de los aminodcidos en sus inmediaciones sugieren una
estructura promedio resonante entre dos posibles conformaciones en las que el dtomo de
hidr6geno ocupa posiciones cercanas al OD2 de los restos Asp3? y Asp2!3 (numeraci6n
correspondiente a pepsina porcina) con igual probabilidad. Sin embargo, diversos estudios
tedricos apuntan hacia la existencia de cierta asimetria en el enlace de hidrégeno, lo que se refleja
en una ligera preferencia del grupo Asp3? a encontrarse desprotonado en la forma libre de la
enzima (Beveridge & Heywood, 1993; Goldblum, 1988; Goldblum et al., 1993; Iliadis et al.,
1996; Iliadis et al., 1994).

En general, las proteasas aspdrticas presentan curvas de actividad en funcién del pH de
forma acampanada (Lin et al., 1992), de tal modo que la mayorfa de ellas presentan méixima
actividad catalitica en el intervalo de pH entre 2 y 4, con la excepcién de renina y las proteasas
retroviricas que actian a pH cernanos a la neutralidad, entre 5.5 y 7.5. Este comportamiento
frente a los cambios de pH ha sido atribuido a la existencia de anormalidades en los pK, de los
grupos Asp cataliticos con respecto a los valores promedio observados en compuestos modelo con
un dnico grupo carboxilico, de forma que, mientras que uno de los asparticos presenta un pK,
excepcionalmente elevado, alrededor de 5, el segundo estd caracterizado por un pK,
anormalmente bajo, cercano a 2.

Este comportamiento parece tener su origen en la proximidad espacial de ambos grupos
carboxilicos, que deben estar en contacto y mantener sus orientaciones relativas dada la rigidez del
centro activo, origindndose, por tanto, importantes interacciones repulsivas. Como consecuencia, el
estado completamente desprotonado se encuentra muy desfavorecido energéticamente, 1o que
conlleva el incremento del pK, correspondiente a la pérdida del dltimo protén. Por el contrario,
una vez que existe un prot6n compartido por ambos aspdrticos, la adicién de un segundo es
menos probable por lo cual el valor de pK, correspondiente debe ser menor de lo habitual. Esta
situacién se ha asimilado a la existente en 4cidos dicarboxilicos con restricciones
conformacionales, habiéndose demostrado que la simple existencia de un grupo carboxilato y un
carboxilo orientados convenientemente en presencia de una molécula de agua es suficiente para
desarrollar la actividad catalitica caracterfstica de las proteasas aspérticas (Iliadis et al., 1996).

11.B.2.4.-Mecanismo catalitico.
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En contraposicién al mecanismo propuesto inicialmente, que suponfa la existencia de
intermedios de tipo covalente en el proceso de hidrélisis (Fruton, 1976; Newmark & Knowles,
1975; Takahashi et al., 1974), diversas evidencias experimentales, obtenidas mediante estudios
cineticos en estado estacionario y pre-estacionario, experimentos de intercambio isotépico
(Antonov, 1985; Antonov et al., 1978; Antonov et al., 1981), estudios de resonancia magnética
nuclear (Schmidt et al., 1985), asf como el andlisis de la variacién de los pardmetros cinéticos con
el pH (Hofmann et al., 1984), han conducido al establecimiento de un mecanismo de accién no
covalente que comprende una etapa de catélisis 4cido-base general (Hsu et al., 1977; James &
Sielecki, 1985; James et al., 1985; Pearl, 1987; Pearl & Blundell, 1984; Polgar, 1987; Suguna et
al., 1987a). Esta hip6tesis ha sido validada, tanto mediante estudios cristalogrificos que
demuestran que la geometria del sitio activo no permite la formacién de intermedios covalentes
durante la catélisis (Hsu et al., 1977), como por numerosos estudios estructurales de los complejos
de varias enzimas fiingicas con inhibidores oligopeptidicos (Bott et al., 1982; Hallet et al., 1985;
James et al., 1982).

Cualquier modelo mecanistico aceptable debe ajustarse a diversas observaciones
experimentales, caracteristicas de la catdlisis de estas enzimas, como la amplia variacién de la
velocidad catalitica con la longitud y composicién de los sustratos, la eficiencia similar en la

catdlisis de la hidrélisis tanto de ésteres como de enlaces peptidicos, o la ausencia de efectos

isot6épicos.
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Figura I1.B.2: Mecanismo de hidrdlisis del enlace peptidico catalizado por proteasas aspdrticas,
ilustrado para el caso concreto de Endothiapepsina.

El mecanismo aceptado universalmente (Iliadis et al., 1996; James et al., 1992; Pearl,
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1987; Polgar, 1987; Silva et al., 1996; Suguna et al., 1987b) y mostrado en la figura II.B.2,
consiste en el ataque nucleofilico al carbono del enlace peptidico, llevado a cabo por la molécula
de agua presente en el centro activo, coordinada entre los dos aspdrticos cataliticos, y que,
encontrdndose distorsionada por el efecto del fuerte campo ejercido por éstos, se convierte en un
nucleéfilo muy efectivo. Por otro lado, existen diversas evidencias de una ligera distorsién en el
enlace peptidico que sufre el proceso de hidrélisis a consecuencia de las interacciones establecidas
entre el sustrato y los distintos restos de la enzima, lo que se traduce en la disminucién de su
cardcter de doble enlace y en una mayor polarizacién del grupo carbonilo, de forma que el
ataque nucleofilico se encuentra adicionalmente facilitado.

Como resultado del ataque nucleofilico inicial se produce la ruptura de la molécula de
agua con la consecuente adicién de un grupo hidroxilo al carbono del enlace peptidico,
originando un intermedio tetraédrico de transicién, proceso que se encuentra asociado con la
protonacién simultdnea de uno de los carboxilos. Posteriormente el nitr6geno amida del enlace
peptidico acepta un protén procedente del grupo carboxilico conduciendo a la ruptura del
intermedio. Se ha propuesto la posibilidad de que los enlaces de hidrégeno establecidos entre el
“flap” y el 4tomo de oxigeno puedan asistir en la orientacion de los orbitales, de modo que
durante la divisién del intermedio tetraédrico el grupo saliente sea la amina y no el nucleé6filo

original (Deslongchamps, 1975).

I1.B.2.5.-Especificidad de sustratos.

En contraste con la situacién encontrada con otras proteasas que se caracterizan por el
establecimiento de una unica interaccién covalente con el substrato, dado que las proteasas
aspdrticas llevan a cabo la catdlisis mediante el ataque nucleofilico de una molécula de agua, el
sustrato debe encontrar varios sitios de anclaje a ambos lados del enlace peptidico hidrolizable que
posibiliten su orientacién adecuada con respecto a los grupos carboxilo de los aspérticos
catalfticos. Asf, la unién de sustratos e inhibidores al centro activo de las proteasas aspdarticas se
lleva a cabo gracias al establecimiento de un gran nimero de interacciones de diversa naturaleza a
lo largo del sitio de unién que, como se ha mencionado anteriormente, constituye un orificio
cilindrico que se extiende a través de toda la molécula y en el cual se pueden acomodar hasta
ocho amino4cidos en diferentes subsitios de union.

La selectividad intrinseca de la proteasa, que se encuentra determinada por las preferencias
por los diferentes aminoédcidos en cada uno de los substitios de uni6n, constituye uno de los
factores fundamentales que determinan la afinidad de unién de los sustratos asf como la extensién
con que la enzima lleva a cabo la hidr6lisis de un enlace peptidico determinado. Como
consecuencia, l1a selectividad en la catélisis de estas enzimas depende, en cierto modo, de la
severidad de las restricciones impuestas en cada uno de los subsitios de unién. En general, con la

excepcion de Renina, que se cuenta entre una de las enzimas mds especificas, las proteasas
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aspdrticas son poco selectivas, de forma que no muestran claras preferencias por amino4cidos
determinados en ninguna de las posiciones. No obstante, existen limitaciones adicionales
asociadas a la capacidad del sustrato para adoptar la conformaci6n adecuada, asf como a la
accesibilidad al centro catalitico del enlace peptfdico hidrolizable, que pueden convertirse en
factores determinantes en el establecimiento de la selectividad de estas protefnas.

En general, el empleo de pequefios sustratos oligopeptidicos constituye una técnica
ampliamente utilizada para el establecimiento de la selectividad de estas proteinas que permite
examinar el efecto que alteraciones sisteméticas en la secuencia de los sustratos tienen en los
par4dmetros cinéticos de hidr6lisis, lo cual, de llevarse a cabo empleando sustratos proteicos, podria
conducir a situaciones de muy dificil interpretacién, dada la posibilidad de cambios
conformacionales en la proteina sustrato como consecuencia de la mutacién. Asf, aunque el
estudio de este tipo de sustratos permite el establecimiento de las preferencias en los distintos
subsitios cercanos al centro catalitico, debe tenerse presente que su utilizacién elimina la
posibilidad de evaluar los efectos de la conformacién adoptada por el sustrato en la especificidad
de estas proteasas.

Diversos estudios llevados a cabo con varias proteasas aspérticas han determinado la
influencia tanto de la secuencia polipeptidica como de la longitud del sustrato en los pardmetros
de hidrélisis (Balbaa et al., 1993; Dunn et al., 1986). Asi, se ha podido observar que pequefias
variaciones en la composicién de un sustrato determinado tienen efectos muy variados en las
distintas proteasas, lo cual demuestra la gran influencia en la especificidad de pequeiias

variaciones en las secuencias de protefnas homoélogas.

I1.B.2.6.-Estudios de inhibicion.

Dado que las proteasas aspérticas llevan a cabo la catdlisis sin la intervencién directa de
ninguno de sus grupos funcionales, sino que es la molécula de agua coordinada entre los
aspérticos del sitio activo la responsable del ataque inicial al enlace peptidico, su centro activo
carece de la agresividad nucleofilica caracterfstica de las proteasas de serina o cisteina. El disefio de
inhibidores para estas enzimas, por tanto, no puede estar orientado a la modificacién quimica de
un grupo especifico del centro activo, sino que debe implicar estrategias mds sutiles como la
optimizacién de las interacciones secundarias a lo largo del sitio de unién o la substitucién del
enlace peptidico del sustrato por grupos no hidrolizables semejantes al estado de transicion.

Diversos estudios sobre la especificidad de estas proteasas han permitido 1a identificacion
de aquellas secuencias aminoacidicas que optimizan las interacciones del sustrato en los distintos
subsitios a lo largo del sitio de uni6n, de forma que, una vez obtenido el sustrato 6ptimo para la
enzima, la estrategia més fructifera y mids cominmente empleada en el disefio de inhibidores
potentes y especificos de las proteasas aspérticas se reduce conceptualmente a la substitucién del
enlace peptidico entre los aminodcidos en posiciones P1 y P1’ por un grupo no hidrolizable,
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andlogo al estado tetraédrico de transicion.

11.B.2.6.1.-Inhibidores que contienen Estatina.

Pepstatina A, producto natural de fermentaciones bacterianas y cuya estructura quimica se
muestra en la figura II.B.3, es un pentapéptido de secuencia Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta (donde Iva
representa al 4cido Isovalérico) que contiene dos residuos del aminodcido poco comin
Estatina(4cido 4(S)-amino-3(S)-hidroxi-6-metil heptanoico). Este compuesto es un potente
inhibidor universal de las proteasas aspdrticas, habiéndose determinado mediante diversos estudios
cinéticos la importancia del resto central de Estatina en la afinidad de unién a estas enzimas (Rich
et al.,, 1977), de tal forma que el grupo hidroxilo 3(S) de la estatina central se encuentra
relacionado estructuralmente con uno de los grupos hidroxilo del estado tetraédrico de transicién

originado durante el proceso de hidrdlisis.

(CH3)2
I (CH3)2

CH |
I o CH OH 0 CH3 — 0

| | I | R4
Cif /NH\H/(J\N H/CH\E /NHYH /JHYH /C\NH /CH\fl /NH\CH /(!H\CH 7 \OH
0 |

CH IHZ |H2
I CH
(CH3)2 CH |
Lua (R
Iva 1 Val 2 Val 3 Sta 4 Ala § Sta 6

Figura I1.B.3: Estructura quimica del inhibidor universal de las proteasas aspdrticas

Pepstatina-A

Las constantes de inhibici6n son muy variables entre las diversas proteasas asparticas de
modo que, aunque en la mayoria de los casos pepstatina es un inhibidor de gran potencia (Ki para
Pepsina es del orden de 5 x 10-1! M), la potencia inhibitoria es mucho menor en el caso de Renina
y las proteasas retroviricas, siendo en este dltimo caso, una variante de pepstatina A, acetil
-pepstatina, un inhibidor m4s eficiente.

Los derivados de pepstatina que contienen restos modificados de estatina en posicion
central que carecen del hidroxilo en configuracién 3(S) constituyen, en general, inhibidores de
menor potencia. De este modo, mientras que la eliminacién del grupo hidroxilo conduce a la
reduccion de las constantes de afinidad a pepsina unas 4000 veces, la inversién de su
configuracién, de S a R, origina compuestos con capacidades inhibitorias unas 1000 veces
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inferiores (Rich et al., 1977; Rich et al., 1980). ,

Datos estructurales de diversos complejos de estas enzimas con pepstatina (Bott et al.,
1982; Cooper et al., 1989; Fitzgerald et al., 1990; James et al., 1982; Rich et al., 1985) y otros
inhibidores basados en sustratos que poseen un resto de estatina en posicién central muestran que
el oxigeno de su grupo hidroxilo se encuentra situado entre los grupos carboxilo de los aspdrticos
del centro catalitico, como substituto de la molécula de agua presente en la enzima libre,
estableciendo diversos puentes de hidr6geno con los oxigenos de los carboxilos cataliticos. Los
inhibidores que contienen estatinas con el hidroxilo en configuracién 3(R) no presentan la
disposicién geométrica Optima para la formacién de estas interacciones, 1o que justifica la
disminucién observada en su afinidad (Rao & Singh, 1991). Asfmismo, el desplazamiento de la
molécula de agua coordinada entre ambos aspérticos puede aportar una contribucién entrépica
significativa, que justificaria las 5 kcal-mol-! de diferencia encontradas entre las afinidades de
pepstatina y dehidroxipepstatina.

11.B.2.6.2.-Reduccién del enlace peptidico hidrolizable.

A pesar de que la reduccién del carbono carbonilico perteneciente al enlace peptfdico
hidrolizable constituye una posibilidad atractiva dada la similitud del grupo resultante
[-CHOH-NH-] con el estado de transicién [-CH(OH),-NH-], 1a inestabilidad de la amina resultante
limita sobremanera la utilidad de este tipo de compuestos, de forma que ha sido necesario la
utilizacién de grupos funcionales estables de caracteristicas similares.

Asf, el reemplazamiento del hidroxilo por un grupo metileno [-CH,-NH-], empleado por
primera vez en el desarrollo de inhibidores de Renina (Szelke et al., 1982), origina compuestos de
gran potencia inhibitoria. La elevada afinidad de estos compuestos parece residir en la naturaleza
tetraédrica del 4tomo de carbono que reemplaza al carbonilo asf como en la presencia de la amina
que presumiblemente se asemeja al nitrégeno de cardcter bdsico generado como producto de la
hidrélisis del enlace peptidico. El enlace reducido, que carece de las restricciones
conformacionales del grupo peptidico de naturaleza planar, permite un mayor grado de
flexibilidad en el enlace P1-P1’, de modo similar a lo que cabrfa esperar en el estado de transicion
(Cooper et al., 1987).

Los andlogos hidroxietilénicos [-CHOH-CH,-], cuya estructura retiene el grupo hidroxilo
caracterfstico del enlace reducido, y en los cuales el nitrégeno se encuentra substituido por un
grupo metileno, constituyen asfmismo inhibidores de gran potencia, en el intervalo nanomolar; lo
que sugiere la importancia de la funcién desempeifiada por el hidroxilo (Szelke, 1985). Se ha
observado que su presencia es crucial en la unién de varios inhibidores de Renina y asi como la
proteasa del virus V.I.H.-1 (Dreyer et al., 1989; Erickson et al., 1990; Rich et al., 1990; Roberts et
al., 1990; Tomasselli et al., 1990b). Al igual que lo encontrado con el hidroxilo de los restos de
estatina, parecen existir evidencias de 1a unién preferencial de uno de los posibles conférmeros.
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Un procedimiento alternativo para conseguir la estabilizacién de la amina originada a
consecuencia de la reduccién del enlace peptidico consiste en la interposicién de un grupo
metileno adicional entre el hidroxilo y el grupo amina, de modo que este tipo de inhibidores
[-CHOH-CH,- NH-], a pesar de la presencia de un 4tomo adicional en el enlace P1-P1’ en
comparacién con un enlace peptfdico estdndar, mantienen las interacciones favorables

caracteristicas de ambos grupos funcionales (Dann et al., 1986).

I1.B.2.6.3.-Otros inhibidores.

Diversos tipos de inhibidores han sido generados mediante la introduccién de distintas
funciones como substitutos del enlace peptidico, como es el caso de glicoles (Lunney et al., 1993),
norstatinas (Dhanaraj et al., 1992), fosfostatinas (Lunney et al., 1993), etc. Es de destacar el
empleo de derivados ceténicos [-CO-CH,-] (Szelke, 1985) que, aunque més parecidos al sustrato
que al estado de transicion, se unen a la enzima en su forma gem-diol [-C(OH),-CH,-], favorecida
por la elevada afinidad de la enzima por el intermedio tetraédrico. La hidratacién de las cetonas
puede facilitarse incrementando el caracter electrofilico del carbono carbonilico, haciéndolo més
susceptible al ataque nucleofilico, de forma que los derivados difluoroceténicos [-CO-CF,-] asf
como las difluorostatonas (Badasso, 1994; Veerapandian et al., 1992) producen inhibidores de
mayor potencia (Gelb et al., 1985).

I1.B.2.6.4.-Estructuras tridimensionales de los complejos.

Actualmente se dispone de un nimero considerable de estructuras tridimensionales de los
complejos de las distintas proteasas asparticas con sus inhibidores (Bailey & Cooper, 1994; Bailey
et al.,, 1993; Blundell et al., 1987; Cooper et al., 1989; Cooper et al., 1987; Cooper et al., 1992;
James et al., 1992; James et al., 1982; Lunney et al., 1993; Miller et al., 1989a; Rao & Singh,
1991; Rich et al., 1985; Sali et al., 1989; Suguna et al., 1992; Suguna et al., 1987b; Swain et al.,
1990; Tong et al., 1993; Veerapandian et al., 1990; Workman & Burkitt, 1979), observdndose en
términos generales una gran similitud en el modo de unién asf{ como en las interacciones
establecidas entre la proteina y el inhibidor en todos ellos.

Todos los inhibidores se unen en conformacién extendida, adoptando la posicién correcta
en el centro activo mediante el establecimiento de un elevado nimero de enlaces de hidrégeno
entre el esqueleto de 1a cadena peptidica del inhibidor y diversos grupos de la enzima. Estos se
encuentran situados tanto en la base del sitio de uni6n, caracterizada por su elevada estabilidad y
rigidez, como en las zonas mdés flexibles de la enzima, que se estabilizan notablemente como
consecuencia de dichas interacciones. Las cadenas laterales se encuentran dispuestas
alternativamente a ambos lados del inhibidor, contribuyendo adicionalmente, mediante el
establecimiento de extensivos contactos de van der Waals con los distintos subsitios de uni6n, a la
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similitud conformacional entre los distintos inhibidores.

Como consecuencia de la formacién del complejo, 1a regién flexible o “flap”, que en la
proteina libre descansa sobre el sitio activo, se cierra sobre el inhibidor, conduciendo a su casi total
deshidratacién. Por tanto, aunque el complejo mantiene algunas de las moléculas de agua, la
uni6én de los inhibidores provoca la casi completa deshidratacién del centro de unién, siendo
especialmente relevante el desplazamiento de 1a molécula de agua que se encuentra coordinada
entre los dos grupos carboxilicos de los aspérticos en la proteina libre y cuya posicion pasa a ser
ocupada por el grupo hidroxilo de ciertos andlogos del estado de transiciébn como estatinas,

hidroxietilenos o diflurocetonas.

I1.B.3.-Endothiapepsina

I1.B.3.1.-Origen y secuencia.

Endothiapepsina (EC 3.4.23.6) es una proteasa aspértica segregada de forma natural por
el hongo filamentoso Endothia parasitica.. Actualmente se produce a escala comercial dada su
elevada actividad como coagulador de leche, empledndose en la fabricacion de quesos como
sustituto de Quimosina aunque, en contraste con la elevada especificidad de ésta, Endothiapepsina
presenta una actividad proteolitica m4s general.

La protefna estd constituida por una tnica cadena polipeptidica de 330 resfduos, cuya
secuencia presenta una homologfa elevada con otras proteasas aspdrticas. En general, la identidad
en las secuencias esta comprendida entre un 25 y un 30% para las enzimas procedentes de
vertebrados como Pepsina, Quimosina, Gastricsina, Renina, o Cathepsina D, y no se encuentra
especialmente relacionada con ninguna de ellas. En cuanto a su similitud con las otras proteasas
fingicas, Penicillopepsina, proteina producida por el hongo Penicillum Jantinellum 'y
perteneciente a su misma familia presenta un 52% de homologia, mientras la proteasa de Mucor
Pusillus, muestra la minima correspondencia en la secuencia, alrededor del 21%, inferior incluso
que la encontrada con organismos superiores (Barkholt, 1987).

En cuanto al contenido en amino4cidos, la polaridad global de la proteina, un 45%,
expresada como suma de los porcentajes de grupos polares (Asp, Asn, Glu, Gln, Thr, Ser, His, Lys
y Arg) en la enzima, se encuentra dentro de los valores promedio para otras protefnas. Sin
embargo, si se analizan los dominios amino y carboxi terminal independientemente, las
polaridades son 55% y 37% respectivamente, valores realmente en los extremos de la distribucién
para las protefnas de la base de datos. Aunque no se conoce la relevancia fisiol6gica de este
fen6meno, es sorprendente la similitud estructural existente con otras proteasas del grupo, ain a
pesar de la ausencia de diferencias tan significativas entre sus dominios (Capaldi & Vandekooi,
1972).
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I1.B.3.2.-Estructura tridimensional.

En los primeros estadfos, el andlisis cristalogrifico de los datos de difraccién de rayos X se
vi6 obstaculizado por la indefinicién de la secuencia aminoacfidica, a pesar de lo cual existen en la
literatura diversos andlisis preliminares a alta resolucién (Blundell et al., 1985; Jenkins et al., 1975;
Pearl & Blundell, 1984; Subramanian et al., 1977). La determinacién completa de la secuencia ha
posibilitado finalmente el refinamiento de la estructura cristalogréfica a 2.1 A de resolucién, vy,
por tanto, una descripcion detallada de la estructura tridimensional de la proteina (Blundell et al.,
1990). En el panel superior de la figura I1.B.4 se muestra la estructura tridimensional de esta
enzima libre en disoluci6n, coloreada de acuerdo con los factores de temperatura de modo que las
regiones en blanco representan las zonas con menor flexibilidad y las azules las m4s moviles.

En rasgos generales, Endothiapepsina presenta el plegamiento bilobular caracteristico de
las proteasas aspdrticas, consistente en dos dominios de estructura secundaria fundamentalmente
beta, que se encuentran separados por una hendidura que atraviesa la molécula y que conforma el
centro activo. La estructura, en su mayoria constituida por 14minas beta ligeramente distorsionadas
de modo que cada una de sus hebras interacciona mediante dos o més enlaces de hidrégeno con
las dem4s, consiste fundamentalmente en una gran ldmina beta central de seis hebras antiparalelas,
compartida por ambos 16bulos, y que se encuentra flanqueada por otras dos ldminas mixtas, una
por cada dominio estructural, de ocho hebras cada una y equivalentes entre si que se encuentran
dispuestas en forma de sandwich. Cada una de estas ldminas laterales comparte la mitad de una de
sus hebras con la 1dmina central, presentando una ligera torsi6n a la derecha de modo que ambas
convergen por encima de ella para constituir la base del centro activo. En cada uno de los
dominios existen adicionalmente dos pequenas hélices alfa, ambas en la superficie de la proteina y
que, por tanto, presentan una de las caras al disolvente.

Cada uno de los dominios, tanto el amino (restos -2 a 173 en notacién de pepsina) como
el carboxilo-terminal (restos 174 a 326), estd constituido por 65 residuos topolégicamente
equivalentes que pueden superponerse, con una desviacién promedio de 1.4 A, mediante la
rotacién alrededor de un eje binario que atraviesa el sitio activo (Tang & Wong, 1987). La
existencia de dicha simetrfa intramolecular conduce a la hip6tesis de una posible evolucién de 1a
enzima a partir de un ancestro de naturaleza dimérica constituido por dos subunidades idénticas
que se fusionaron con posterioridad para originar una sola cadena. Dicha hipé6tesis ha sido
corroborada por la posterior identificacién de las enzimas retroviricas como proteasas asparticas
de caricter dimérico, que pueden ser consideradas como “f6siles” de las enzimas de organismos
superiores.

Las secuencias alrededor del eje binario interlobular se encuentran muy conservadas en
todas las proteasas aspérticas, de modo que la simetrfa es especialmente llamativa en las
inmediaciones de los dos aspérticos cataliticos, Asp3? y Asp2!5 pertenecientes al dominio amino y
carboxi-terminal respectivamente (James & Sielecki, 1983; Pearl & Blundell, 1984; Suguna et al.,
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Figura 11.B.4: Estructura tridimensional de Endothiapepsina libre
(panel superior) y de su complejo con Pepstatina A (panel inferior).
Los datomos del inhibidor se muestran en color rojo. La proteasa se ha
coloreado de acuerdo con los factores de temperatura de los distintos
aminodcidos, de modo que las regiones en blanco representan las
zonas de la roteina mds rigidas y las azules las de mayor flexibilidad

estructural.
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1987b). Asimismo, cada uno de los 16bulos presenta cierta simetria interna existiendo dos ejes
binarios secundarios que atraviesan ambos dominios (Andreeva et al., 1984; Blundell et al., 1979).
De este modo, la 14mina beta interna de cada uno de los 16bulos presenta una arquitectura
simétrica de enlaces de hidrégeno, a ambos lados del eje de rotacién.

I1.B.3.3.-Estructura del centro activo.

A pH 4.5, el centro activo de la molécula de Endothiapepsina se caracteriza por una
intrincada red, aparentemente simétrica, de enlaces de hidr6geno en la que se encuentran
implicadas las secuencias hom6logas Asp32-Thr33-Gly34-Ser3S en el dominio amino-terminal y
Asp?15-Thr216-Gly2!7-Thr2!8 en el carboxilo terminal.

Una molécula de agua, coplanar con ambos carboxilos, se encuentra situada a distancia
adecuada para la formacién de puentes de hidrégeno con los cuatro oxigenos de dichos grupos.
La distancia entre los dos oxigenos carboxflicos (OD2), aproximadamente 3.0 A, sugiere la
existencia de un enlace de hidrégeno adicional entre ellos. Los dos oxigenos mds internos
interaccionan con los nitrégenos de los grupos amida de los residuos Gly34 y Gly2!7 y, a pesar de
que las distancias y orientaciones no son las adecuadas para el establecimiento de una interaccion
especialmente intensa, la proximidad de ambos restos al centro catalitico sugiere la participacién
de estos grupos en la estabilizacién del estado de transicién. De la misma manera, los oxigenos
externos establecen puentes de hidrégeno con los grupos alcohélicos de las cadenas laterales de
los residuos Ser35 y Thr218,

Las cadenas laterales de los amino4cidos Thr33 y Thr216, situados simétricamente a ambos
lados de los aspdrticos cataliticos, estdn orientadas hacia el corazén hidrof6bico de la molécula e
intervienen en una complicada red de enlaces de hidr6geno de tal forma que cada resto de Thr
establece contactos con diversos 4tomos de la cadena principal del dominio opuesto. Este
esquema, denominado “the fireman’s grip”, confiere gran estabilidad y rigidez el centro activo
de 1a molécula (Blundell et al., 1990; Pearl & Blundell, 1984).

Al igual que ocurre en el resto de las proteasas aspdrticas, en contraste con la rigidez y
elevada estabilidad tanto del sitio activo como del micleo hidrofébico de la molécula, existe una
regioén en el dominio amino-terminal, que en Endothiapepsina corresponde a los residuos 74 a 83,
caracterizada por una elevada flexibilidad de modo que presenta los valores més elevados para los
factores de temperatura en la protefna libre. Este loop, denominado “flap”, que en la forma libre
de la enzima descansa sobre el sitio de unién, debe abrirse para permitir el acceso de los sustratos
e inhibidores. La uni6n del ligando a la enzima se produce gracias al establecimiento de fuertes
interacciones favorables con la base del sitio activo de la proteina, mientras que, por su parte, el
“flap” interacciona con los restos centrales de la cara expuesta del ligando de forma que éste
queda casi totalmente imbuido en el centro activo de la enzima. La restriccién conformacional a

la que se ven sometidos los residuos involucrados en dichas interacciones se manifiesta en la
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disminucién de los factores de temperatura correspondientes a esta regién en el complejo, como
puede observarse en el panel inferior de la figura I1.B.4 donde se muestra la estructura

tridimensional del complejo de Endothiapepsina con Pepstatina A.

I1.B.3.4.-Actividad hidrolitica.

El centro activo de la enzima, situado en la extensa abertura que atraviesa toda la molécula
(Tang et al., 1978), puede albergar al menos siete residuos del ligando acomodados en los
subsitios S6-S3’, (Schechter & Berger, 1967), de modo que la ruptura del enlace peptidico tiene
lugar entre los amino4cidos, generalmente de cardcter hidrof6bico, que ocupan las posiciones S1
y S1’ (Davies, 1990). La variaci6n en la actividad catalitica de Endothiapepsina con los cambios
en pH muestra la forma acampanada caracteristica de todas las proteasas aspdrticas, presentando
méxima actividad hidrolitica a valores de pH comprendidos entre 2.0 y 2.5. Los valores de la
constante de Michaelis para hidrélisis de diversos sustratos a pH 7 se encuentran en el intervalo
milimolar, mientras que las constantes cataliticas toman valores comprendidos entre 15.2 y 0.004
s-1 (Balbaa et al., 1993) segiin la naturaleza del sustrato.

El andlisis de los pardmetros cinéticos caracteristicos de los procesos de hidr6lisis de
pequefios sustratos sintéticos demuestra que las constantes de velocidad no s6lo dependen de la
naturaleza de los restos adyacentes al enlace peptidico hidrolizable, sino que también se ven
afectadas por la presencia y cardcter de los amino4cidos en posiciones més alejadas de la unidad
dipeptidica bdsica (Fruton, 1970; Sampath-Kumar & Fruton, 1974). Este hecho indica que la
especificidad de Endothiapepsina se encuentra en gran parte determinada, no s6lo por la
naturaleza de los amino4cidos situados a ambos lados del enlace peptidico hidrolizable, sino que
también est4 afectada por la interacciones secundarias del ligando con los distintos subsitios en el
centro activo.

En general, los valores de la constante de Michaelis, Km, parecen ser independientes de la
longitud de la cadena, aunque existen pequefias variaciones no sistemdticas, mientras que la
constante catalitica puede verse modificada en varios 6rdenes de magnitud (Balbaa et al., 1993), lo
que es indicativo del papel de las interacciones establecidas con los distintos subsitios en la
disminucién de la barrera de activacién del proceso de hidr6lisis mediante la estabilizacion del
estado de transicién (Fruton, 1970; Sampath-Kumar & Fruton, 1974). Los mayores incrementos
en k., se producen al ocuparse las posiciones P3 y P2’, lo cual es atribuible al establecimiento de
enlaces de hidrégeno especificos entre la proteina y los amino4cidos en dichas posiciones.

Diversos estudios estructurales revelan la existencia de cierta flexibilidad entre los
dominios, de forma que la proteina estarfa constituida por dos “cuerpos rigidos” que pueden
rotar uno con respecto al otro, y originar cambios en la geometria del sitio de unién (Sali,
1992;Abad-Zapatero, 1990). El papel asignado al resto en posicién S3 como desencadenante de

dichos cambios conformacionales justificarfa las variaciones observados en las constantes
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cataliticas como resultado de substituciones en dicha posicién. Esta interpretacién se ve limitada
por la posible existencia de contactos cristalinos que puedan estar afectando las conformaciones
de las regiones presuntamente implicadas en dichos cambios conformacionales (Sali, 1992).
Desde un punto de vista mecanicista, algunos autores (Hofmann et al., 1988) sugieren que la
unién del ligando en posiciones S3 y S2’ facilita la conversién de un primer complejo
enzima-sustrato en un complejo productivo mediante la distorsién del enlace peptidico
hidrolizable, prepardndolo para el ataque nucleofilico de 1a molécula de agua presente en el sitio
activo (Pearl, 1987; Suguna et al., 1987b).

I1.B.3.5.-Estudios de inhibicion.

Como se ha mencionado anteriormente, el disefio de inhibidores para este tipo de
proteasas se basa fundamentalmente en la generacién de andlogos del estado tetraédrico de
transicion, asf como en la optimizacién de las interacciones secundarias a lo largo del sitio de
unién. Por tanto, en un alto porcentaje, los inhibidores han sido desarrollados, bien mediante la
sustitucién del enlace peptidico hidrolizable por un anédlogo del estado de transicién en sustratos
naturales o sintéticos previamente optimizados, o bien mediante modificaciones de inhibidores

naturales como pepstatina.

11.B.3.5.1.-Estructura Tridimensional.

En cuanto al andlisis de las estructuras tridimensionales correspondientes a los distintos
complejos con Endothiapepsina, se observa que todos los inhibidores adoptan conformaciones
muy similares, de modo que los valores de los 4ngulos de torsién de sus cadenas principales en
posicién P4, P3, P1’ y P2’ se encuentran muy cercanos a los minimos de energia correspondientes
a una conformacién extendida en ldmina beta. La situacién es ligeramente distinta para los
residuos P1 y P2, cuyos 4ngulos adoptan valores correspondientes a una regiéon del mapa de
Ramachandran poco comtiin en proteinas globulares, 1o que refleja, bien la presencia de grupos de
naturaleza no peptidica, o bien la existencia de deformaciones en la geometrfa del enlace peptidico
como consecuencia del establecimiento de interacciones extensivas en los demds subsitios. Se ha
postulado que la deformacién del enlace peptidico entre los grupos P1 y P1’ del sustrato es
imprescindible para la adopcién de conformaciones similares a las presentadas por los
inhibidores, por lo que dicha deformacién podrfa desempefiar un papel decisivo en el proceso de
hidrélisis (Cooper et al.; 1987, Pearl, 1987).

La comparacién de los distintos complejos de Endothiapepsina con sus inhibidores
(Badasso, 1994; Bailey et al., 1993; Cooper et al., 1988; Cooper et al., 1989; Cooper et al., 1987;
Cooper et al., 1992; Foundling et al., 1987; Lunney et al., 1993; Sali et al., 1989; Veerapandian et
al., 1990; Veerapandian et al., 1992), revela una casi absoluta conservacién de los enlaces
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establecidos entre los 4tomos de la cadena principal del inhibidor y la enzima, mostrados
esquemdticamente en la figura ILB.5. De especial relevancia son los enlaces formados entre el
grupo hidroxilo central, presente en la gran mayorfa de los andlogos del estado de transicion, y los
dos Asp cataliticos, cuyas distancias y 4ngulos de enlace se encuentran cercanos a los valores
6ptimos. De entre los enlaces formados con 1a base del sitio activo cabe destacar los establecidos
entre los nitr6genos amida de los grupos en posicién P3, P2 y P2’ con el grupo hidroxilo de la
Thr219, y los oxigenos carbonilicos de los restos Gly2!7 y Gly34, respectivamente, asf como puente
de hidrégeno entre el oxigeno carbonilico del grupo P3 y el nitr6geno amida del resto Thr219,
como los conservados con mayor fidelidad entre todos los complejos.

En general, los enlaces de hidrégeno que mantienen la estructura del centro catalitico en

Endothiapepsina no se ven alterados a causa de la uni6n del inhibidor ya que no se observa
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Figura I1.B.5: Esquema de los enlaces de hidrdgeno mds relevantes establecidos entre

Endothiapepsina y sus inhibidores.

ningtdn cambio conformacional relevante, aunque se puede apreciar cierta disminucién en la
coplanaridad de los grupos carboxilos de los asparticos cataliticos en el complejo con respecto a la
protefna libre. De entre las interacciones establecidas con la parte superior del centro activo cabe
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destacar los enlaces entre los nitrégenos amida de las posiciones P2 y P2’ con uno de los
oxigenos carboxilicos del Asp’’ y el oxigeno del enlace peptidico de la Ser’4 respectivamente, asf
como el enlace bifurcado entre el nitr6geno amida de la Gly’6 y sendos oxigenos carbonilicos del
inhibidor, en posiciones P1’ y P2, estando este dltimo implicado en un enlace adicional con el
nitré6geno amida del Asp?’.

Como consecuencia de la formacién de estos enlaces, la flexibilidad caracteristica de la
regién del flap (residuos 71-82) en la proteina libre, debida fundamentalmente al alto contenido
en Gly y Ser, se ve restringida ostensiblemente en el complejo, como se refleja en la disminucion
de sus factores de temperatura cristalogrificos, y como puede apreciarse en la figura I1.B.4, donde
se representan las estructuras tridimensionales de 1a proteina libre y de su complejo con pepstatina
A, coloreadas de acuerdo con los factores de temperatura. Es interesante destacar el hecho de que
en los enlaces de hidr6geno establecidos con el “flap”, los grupos donores se encuentran en el
ligando y los aceptores en la enzima, mientras que la tendencia opuesta se manifiesta entre
losenlaces formados con la base del centro activo, con la excepcién de la interaccién entre el
nitrégeno amida de la Thr219 con el carboxilo en posicién P3.

Las cadenas laterales se encuentran dispuestas de forma alternante a ambos lados de la
cadena principal e intervienen en la formacién tanto de puentes de hidrégeno como de contactos
de van der Waals con los grupos de la enzima que definen los subsitios de unién S6-S3°. En
términos de interacciones de van der Waals, son los residuos en posiciones P1 y P3 los de mayor
relevancia, debido a la naturaleza altamente hidrofébica tanto de los grupos del inhibidor como
de los subsitios de la enzima. En contraste con el comportamiento de la cadena principal, los
enlaces de hidrégeno establecidos con las distintas moléculas de agua ain presentes en el
complejo, asf como entre las cadenas laterales del inhibidor y los grupos de la protefna, no se
encuentran conservados entre los distintos inhibidores. La falta de correlacién entre las diferencias
observadas y la potencia inhibitoria de los distintos compuestos es consistente con la hip6tesis de
que unicamente los puentes de hidrégeno establecidos con la cadena principal son relevantes para
la inhibicién, determinando el alineamiento preciso del ligando en el sitio de unién de la enzima.
De esta forma, la afinidad y, por tanto, 1a potencia de un determinado compuesto como inhibidor,
debe estar determinada por otro tipo de interacciones, posiblemente contactos de van der Waals,
entre las cadenas laterales de los ligandos y los distintos subsitios de unién de la protefna
(Foundling et al., 1987; Sali et al., 1989).

I1.B.3.5.2.-Tipos de inhibidores.
a.- Pepstatina A.

Como se ha mencionado anteriormente, Pepstatina A, pentapéptido de secuencia
Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta, donde las abreviaturas Iva y Sta corresponden respectivamente al 4cido
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isovalérico y al aminodcido poco comin estatina (4cido 4(S)-amino-3(S)-hidroxi-6-metil
heptanoico), constituye un potente inhibidor para todas las proteasas aspdérticas. El resto de
estatina en posicién central actia como un andlogo del estado tetraédrico de transicién, ocupando
las posiciones correspondientes a los dos amino4cidos entre los que se encuentra el enlace
peptidico que sufre el proceso de hidrolizacién (Rich et al., 1977), de modo que el grupo
hidroxilo en posicién C3 sustituye a la molécula de agua unida a los grupos aspdrticos en la
protefna libre. Los inhibidores en los que el grupo estatina presenta configuracién 3S presentan
una mayor potencia que sus enantiémeros 3R, dada su mayor capacidad para el establecimiento
de enlaces de hidrégeno con la enzima, como se desprende de diversos estudios estructurales
(Bailey et al., 1993; Bott et al., 1982; James & Sielecki, 1985).

Pepstatina A se une a Endothiapepsina con alta afinidad, presentando constantes de
asociacién que dependen fuertemente del pH, de modo que, a valores cercanos al m4ximo de
actividad catalitica, la constante de asociaci6n tiene el valor 2 x 10° M (pH 3.1 y 37 °C) [Boger,
1985 #81] mientras que a pH cercanos a la neutralidad la asociacién disminuye bruscamente
hasta 8 x 106 M-! (pH 7.0 y 16 °C) (G6mez & Freire, 1995). Este comportamiento, junto con la
fuerte dependencia de la entalpia aparente de unién con las entalpfas de protonacién de diversos
tampones a pH 7, indica que la unién de pepstatina A a Endothiapepsina bajo estas condiciones se
encuentra acoplada al equilibrio de protonacién de uno de los grupos de la proteina,
presumiblemente uno de los aspérticos cataliticos, de pK 4.3, de acuerdo con la dependencia de la
constante de inhibicién con el pH (Gémez & Freire, 1995). El andlisis termodindmico del
proceso indica que la uni6n de pepstatina A a Endothiapepsina se encuentra favorecida tanto
entdlpica como entrépicamente, de forma que la pérdida de entropfa conformacional asociada a la
restriccion de los grados de libertad translacionales y conformacionales estd compensada por la
alta entropfa de hidratacién debida a la desolvatacién de superficies hidrofébicas en la formacién
del complejo.

El andlisis termodindmico-estructural del proceso (Gémez & Freire, 1995) revela la
existencia de varias regiones en la proteina que contribuyen significativamente a la energia libre
de unién como es ¢l caso de los aspdrticos cataliticos y 1os amino4cidos en sus cercanfas, asf como
la regién correspondiente al “flap” flexible. Asfmismo, la contribucién de diversos restos lejanos
al sitio de unién que refleja la existencia del cambio conformacional en el “flap”, asf como

pequefios reajustes en la estructura.

b.-Otros inhibidores.

Entre los distintos inhibidores de Endothiapepsina se cuentan diversos derivados de
Pepstatina A (Bailey et al., 1993) asf como otros inhibidores que contienen estatina o sus
derivados en posicién P, (Cooper et al., 1989; Cooper et al., 1992; Lunney et al., 1993; Sali et al.,
1989) y compuestos en los que el enlace peptidico hidrolizable ha sido reducido (Blundell et al.,
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1987;Cooper et al., 1987; Foundling et al., 1987) o bien sustituido por grupos como fosfostatinas
(Lunney et al., 1993), glicoles (Lunney et al., 1993), norstatinas (Dhanaraj et al., 1992), y
aminoalcoholes (Cooper et al., 1988). Asimismo han sido cristalizados los complejos con
Endothiapepsina de inhibidores conteniendo grupos hidroxietilénicos (Cooper et al., 1992;
Veerapandian et al., 1990) o difluorostatonas (Badasso, 1994; Veerapandian et al., 1992).

Los mejores inhibidores de Endothiapepsina son generalmente aquéllos que contienen
anédlogos hidroxietilénicos, estatinas, glicoles o fluorocetonas en posicién P, como H-261
(Veerapandian et al., 1990), H-189 (Bailey et al., 1993), pepstatina (Bailey et al., 1993),
PD-133,450 (Lunney et al., 1993) o CP-81,282 (Veerapandian et al., 1992) cuyas constantes de
inhibicién se encuentran en el intervalo de 1 a 10 nM. Los andlogos de fosfostatina y
aminoalcoholes, PD-130,328 (Lunney et al.,, 1993) y BW624 (Cooper et al., 1988),
respectivamente, presentan constantes de unién mds débiles probablemente debido a su menor
similitud con el estado de transicién.

I1.B.4.-Proteasa del virus del S.LD.A, tipo I,

I1.B.4.1.-Consideraciones generales.
II.B.4.1.1.-Proteasas retroviricas.

El virus del S.I.LD.A. o V.ILH. pertenece al grupo de los lentivirus, que se integra en la
ampliamente extendida familia de los retrovirus (Retroviriadae) y como tal su genoma se
encuentra constituido por tres regiones caracterfsticas, dispuestas en el orden
5’-LTR-gag-pol-env-LTR-3’. De este modo, el resultado del proceso de transcripcién es la
produccion de ciertos precursores poliprotefcos cuyo posterior procesamiento, a manos de una
proteasa especifica (Debouck et al., 1987; Giam & Boros, 1988; Strickler et al., 1989), origina las
diversas protefnas estructurales asf como las distintas enzimas necesarias para la generacién de
particulas infecciosas. En la figura II.B.6 se esquematiza el proceso de transcripcién y procesado
de los precursores poliproteicos en el virus V.I.H.-1.

Durante el proceso de transcripcion, el virus V.I.LH. produce tres precursores poliproteicos:
Gp160, Pr55gag y Pr160gag-pol que contienen las distintas protefnas funcionales y estructurales
necesarias para su desarrollo. En el caso del precursor Gp160, que contiene dos protefnas
estructurales (gp120, que participa en la formaci6én del envoltorio externo del virus y la proteina
transmembrana gp41), es una proteina celular de la familia de la tripsina la encargada del proceso
de hidr6lisis. Por el contrario, el procesamiento de los precursores Pr55gag y Pr160gag-pol
requiere la intervencién de la propia proteasa del virus.

La protedlisis de estas dos regiones, Pr55gag (que contiene diversas protefnas
estructurales organizadas en la secuencia NH,-p17-p24(25)-p7-p6-COOH) y Pr160gag-pol
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(originado como fusi6én de las regiones gag y pol y que, junto con las protefnas estructurales
mencionadas anteriormente, contiene diversas enzimas como la proteasa del virus (PR), la
transcriptasa reversa (RT), la ribonucleasa H (H) y la integrasa (IN)), es esencial para la
culminacién del ciclo de vida del virus y la producci6n de partfculas infecciosas.
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Figura ILB.6: Organizacién genética y precursores poliproteicos del virus V.LH.-1. Se
muestran las secuencias terminales repetitivas (Long Terminal Repeat) en ambos extremos, las
tres zonas de lectura principales (GAG, POL y ENV), los precursores poliproteicos resulttantes
de su transcripcion (Pr55GAG, Pr160GAG-POL, y ¢p160), asi como sus correspondientes

proteinas maduras.

Dado que la supervivencia del virus depende de su capacidad para separar los distintos
componentes de los precursores polipeptidicos de forma efectiva, asf como de la limitacién de
dicha hidrolisis a ciertos puntos muy especificos, su evolucién se ha dirigido hacia el desarrollo de
proteasas propias, evitando de este modo la intervencion en el proceso de enzimas celulares, que
carecen de la especificidad necesaria y que generalmente se encuentran reguladas por un gran
ndmero de inhibidores celulares especificos. Por tanto, la posibilidad de inhibici6n de la actividad
de estas proteasas retroviricas de forma selectiva, evitando interferencias con otras enzimas
celulares, constituye una atractiva posibilidad terapeitica.

Las proteasas retroviricas, al contrario que las encontradas en otros tipos de virus,
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pertenecen al grupo de las proteasas aspdrticas, y presentan, por tanto, las caracteristicas esenciales
de este tipo de enzimas. La intervencién de dos grupos aspirticos en su mecanismo catalftico, asf
como la conservacién del motivo Asp-Thr-Gly en el centro activo, fué demostrada mediante
andlisis mutacionales, observdndose que la substitucién de estos grupos conduce a la inactivacién
de la enzima (Darke et al., 1988; Kohl et al., 1988; Loeb et al., 1989a; Loeb et al., 1989b). Por lo
tanto, estas proteasas son susceptibles de inhibicién por los reactivos caracteristicos de las proteasas
aspérticas, entre los que cabe destacar el inhibidor universal del grupo, pepstatina (Darke et al.,
1989), siendo las proteasas de los virus V.ILH-1 y V.LH.-2 especialmente sensibles a uno de sus
derivados: acetil-pepstatina (Richards et al., 1989a; Richards et al., 1989b). Estas enzimas
presentan asfmismo curvas caracteristicas acampanadas que describen la variacién de Vmax as{
como Vmax/Km en funcién del pH (Meek et al., 1989), lo que implica la intervencién de un
grupo carboxilico desprotonado en el mecanismo catalitico.

Por otra parte, la elucidacién de la estructura tridimensional de diversas proteasas
retroviricas (Miller et al., 1989b; Navia et al.,, 1989; Wlodawer et al., 1989) ha revelado la
presencia de los rasgos estructurales caracteristicos de las proteasas aspérticas, aunque estas
enzimas, al contrario que las eucariéticas, constituidas por una tnica cadena polipeptidica, son
proteinas diméricas constituidas por dos mon6émeros idénticos. Cada uno de los monémeros
presenta un Unico dominio, adquiriéndose la estructura bilobular caracteristica de esta familia de
proteasas tras el proceso de dimerizacién (Katoh et al., 1989; Meek et al., 1989; Miller et al.,
1989b). Cada mondémero aporta la mitad de los componentes esenciales del tnico centro activo
de 1a molécula, incluyendo los aspérticos catalfticos, los residuos Thr y Gly (conservados en todas
las proteasas aspdrticas y de gran importancia para la determinacién de la geometria del sitio de
unioén), asf como los lazos flexibles o “flaps” que constituyen la parte superior del sitio de uni6n.
Dado que un monémero aislado, ain conteniendo la secuencia Asp-Thr-Gly, carece de un sitio
catalitico completamente desarrollado que permita la interaccién adecuada con el sustrato y el
desarrollo de la catdlisis, 1a formacién del dimero activo debe tener lugar cuando la proteasa ain
se encuentra formando parte del precursor poliproteico gag-pol, lo que, segin algunos autores

podria contribuir a la delicada regulacion de su actividad enzimdtica in vivo.

I1.B.4.1.2.-Proteasa del virus del S.I.D.A. como objetivo terapelitico.

Los objetivos tradicionales en el desarrollo de firmacos de accién antivirica han sido las
proteinas encargadas de los procesos de ensamblaje y maduracién del virus. La comprensién a
nivel molecular de las estrategias desarrolladas por los diversos virus para llevar a cabo la
infeccién celular, ha revelado el mecanismo de accién de muchos medicamentos utilizados
habitualmente y, por tanto, ha conducido al descubrimiento y desarrollo de nuevos fdrmacos, mdis
potentes y especificos.

En el caso del S.I.LD.A., en un principio la lucha contra la infecci6bn se centr6
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fundamentalmente en el desarrollo de inhibidores especfficos de la retrotranscriptasa, habiéndose
obtenido resultados esperanzadores con diversos fdrmacos como azytodimidina (AZT) o
aciclovir. Sin embargo, la aparicién de cepas vfricas resistentes a estos compuestos junto con los
avances en los estudios sobre la proteasa, que han permitido la mejor comprensién de su funcién
en los procesos de maduraci6n del virus y de su mecanismo de accién, han convertido a esta
tltima en uno de los objetivos fundamentales en el desarrollo de agentes terapeuticos.

Entre las estrategias mds importantes orientadas hacia la inactivacion de la proteasa se
cuentan desde la buisqueda de productos naturales con capacidad de inhibicién (Gnabre et al.,
1995) o el desarrollo de andlogos del estado de transicién basados en sustratos peptidicos, hasta la
aplicacién, posibilitada gracias a la elucidacion de un nimero creciente de estructuras
tridimensionales de complejos entre la enzima y diversos inhibidores, de técnicas de modelado
molecular al disefio de nuevos farmacos de estructuras complementarias a la cavidad delimitada
por el sitio activo (Martin, 1992; Vacca, 1994; Wlodawer & Erickson, 1993).

La necesidad del proceso de dimerizaci6n para la adquisicién de la actividad catalitica de
la proteasa proporciona un mecanismo alternativo para la inhibicién de la enzima,
complementario a los métodos de inactivacién dirigidos al centro activo, dado que la
obstaculizacién del ensamblaje de los homodfmeros, al igual que la destruccién de la interfase de
dimerizaci6n, deben ser métodos efectivos para bloquear la actividad catalitica. En este contexto,
se ha observado la pérdida de actividad enzimética en presencia del tetrapéptido correspondiente
al extremo amino-terminal de la enzima (Zhang et al., 1991), asf como la inactivacién de la
proteasa a consecuencia de la formacién de complejos heterodiméricos entre monémeros de la
protefna nativa y monémeros mutantes que presentan, bien substituciones en el sitio activo que
imposibilitan 1a catélisis (Babé et al., 1995), o bien modificaciones del extremo carboxi-terminal
que impiden el establecimiento de las interacciones necesarias para la dimerizacién (Babé et al.,
1991; McPhee et al., 1996).

11.B.4.2.-Estructura Tridimensional.

El avance de los estudios estructurales sobre la proteasa del virus del S.I.LD.A. se vi6
inicialmente obstaculizado por la dificultad que presentaba su obtencién dada su presencia
minoritaria en el virus, por lo que fué necesario el empleo de técnicas de sintesis, asf como la
expresién de la protefna en diversos sistemas bacterianos, para la consecuci6n de las cantidades
requeridas para la aplicaci6n de las técnicas estructurales. Estas dificultades iniciales condujeron al
desarrollo de varios modelos estructurales, basados inicialmente en las estructuras tridimensionales
de las proteasas aspdrticas eucari6ticas (Pearl & Taylor, 1987; Pechik et al., 1989) y, miés
recientemente, en la estructura cristalogréfica de la proteasa del Rous Sarcoma Virus (Weber et al.,

1989).
Una vez clonada en varios sistemas (Cheng et al., 1990; Darke et al., 1988; Debouck et
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al., 1987), asf como sintetizada quimicamente en su totalidad (Schneider & Kent, 1988), la
estructura tridimensional, tanto de la enzima recombinante (Lapatto et al., 1989; Navia et al.,
1989) como de la sintética, (Wlodawer et al., 1989) han sido finalmente elucidadas. La
comparacién entre ambas ha permitido demostrar por vez primera la equivalencia estructural
entre una enzima recombinante y la generada mediante sfntesis quimica. La estructura
tridimensional de esta enzima se muestra en la figura I1.B.7, donde el panel superior presenta la
enzima libre y el inferior el complejo entre ésta y el inhibidor acetil-pepstatina. En ambos casos,
las estructuras se han coloreado de acuerdo con los factores de temperatura de modo que las
regiones azules representan las zonas de mayor flexibilidad en la enzima.

La topologia general de los monémeros de la proteasas del virus del V.LLH. tipo I es muy
similar a 1a de uno de los dominios de las proteasas aspdrticas del grupo de Pepsina (Blundell et
al., 1985), encontrdndose las mayores discrepancias en la region correspondiente a la interfase de
dimerizacién, constituida por los extremos amino y carboxi-terminal de cada mondémero. En estas
regiones los mon6meros de la proteasa retrovirica presentan hebras significativamente més cortas
que las topol6gicamente equivalentes en las proteasas eucarifticas. Una vez constituido el dimero,
la estructura general es muy similar a la presentada por las proteasas de organismos superiores,
constituidas, asimismo, por dos dominios estructurales.

Al igual que en las demés proteasas del grupo, con la excepcién de una pequefia hélice, la
estructura estd constituida fundamentalmente por 14minas beta cuyas hebras se encuentran
dispuestas de forma aproximadamente simétrica con respecto a un eje de simetria binario,
equivalente al encontrado en cada uno de los dominios de las proteasas monomeéricas.

La triada caracterfstica del centro activo (Asp?5-Thr26-Gly?27) se encuentra situada en un
lazo cuya estructura se encuentra estabilizada por una red de enlaces de hidrégeno muy similar a
la encontrada en las proteasas asparticas eucaridticas (Davies, 1990; Wlodawer & Erickson, 1993;
Wlodawer et al., 1989). Los grupos carboxilato de los Asp?5 de ambas cadenas se encuentran
dispuestos casi coplanarmente, de modo que sus oxigenos OD2 participan en varios contactos con
otros grupos de la enzima. La estructura de la base del centro activo se caracteriza por su elevada
rigidez, consecuencia del establecimiento de las interaccién conocida como “the fireman grip”
entre las cadenas laterales de la Thr26 de cada mon6mero con el nitr6geno amida de la Thr
correspondiente en la cadena opuesta, encontrdandose asfmismo cada una de ellas formando parte
de un enlace de hidrégeno adicional con el oxigeno carbonilico del residuo 24 en el mon6mero
complementario. Mientras que las caracteristicas fundamentales del centro catalitico son muy
similares en las proteasas retroviricas y en las celulares, los resfduos adyacentes a la triada catalitica
son bastante diferentes, encontrdndose, por ejemplo, en las proteasas viricas un resto Ala en una
posicion en la cual Ser o Thr es casi un invariante en pepsinas.

Como consecuencia de su naturaleza dimérica, las proteasas retroviricas presentan dos
“flaps” simétricos, uno en cada cadena, mientras que las proteasas celulares poseen s6lo uno,
generalmente de menor tamaio. Estos “flaps™ que cubren el sitio activo y participan en la unién
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Figura IL.B.7: Estructura tridimensional de la proteasa del virus
V.LH.-1 libre (panel superior) y de su complejo con acetil-pepstatina
(panel inferior). El inhibidor se muestra en color rojo. La enzima se
ha coloreado de acuerdo con los factores de temperatura de los
distintos aminodcidos, de modo que las regiones en blanco
representan las zonas de la proteina de mayor rigidez y las azules las
mds flexibles. Las cadenas laterales mostradas corresponden a los dos

restos aspdrticos cataliticos.
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de inhibidores y substratos, se encuentran en la protefna libre a unos 7 A del centro activo,
presentando, por tanto, una conformacién muy abierta. De cualquier modo, el hecho de que en la
proteasa del virus V.I.LH.-2 estos lazos flexibles se encuentren en posiciones mucho m4s cerradas
parece indicar que la adopcién de esta conformacién se debe posiblemente a artefactos de la
cristalizacién y no a la existencia de un minimo real en la energia. De hecho, las diferentes
conformaciones encontradas en las estructuras cristalogrdficas, ademds de los valores
especialmente elevados de sus factores de temperatura, constituyen evidencias de que, en ausencia
de ligandos, estas regiones presentan una elevada flexibilidad en disolucién (Wlodawer &
Erickson, 1993). Dado que el tamafio de estos “flaps” en la proteasa del virus V.I.H.-1 es mayor
que el habitual en sus homdélogos eucari6ticos, la accesibilidad al disolvente de los substratos e
inhibidores en el complejo es muy pequefia, de modo que el ligando queda pricticamente
engullido por la proteina, por lo que no es sorprendente la importancia de estas regiones en la
determinacién tanto de la especificidad por los distintos substratos como de la energética de

union.

I1.B.4.3.-Actividad hidrolitica.
I1.B.4.3.1.-Especifidad de sustratos.

La comprensién de los factores determinantes de 1a especificidad de la proteasa del virus
V.LH.-1 representaria un adelanto importante en el desarrollo de inhibidores selectivos y potentes
de la enzima. Sin embargo, al igual que ocurre con el resto de las proteasas aspdrticas, la
selectividad de esta enzima es el resultado de la compleja combinacién de numerosas
contribuciones de muy distinta naturaleza, por lo que, a pesar de la abundancia de datos
experimentales, 1a elucidacién de los factores que determinan especificidad de la proteasa por sus
sustratos presenta grandes dificultades.

El establecimiento de miltiples interacciones entre el sustrato polipeptidico y diversos
grupos de la enzima, favorecido por la plasticidad, observada en diversas estructuras
tridimensionales (Erickson et al., 1990; Miller et al., 1989b; Swain et al., 1990), que ambos,
proteina y sustrato, presentan, conduce a la unién efectiva de éste mediante la formacién de una
complicada red de puentes de hidrégeno que sitian el enlace peptidico hidrolizable en posicién
adecuada para la catdlisis, de modo que las cadenas laterales de los distintos residuos deben
adaptarse a los subsitios de unién dispuestos alternativamente a ambos lados del centro activo.

Como se ha comentado anteriormente, existen dos alternativas diferentes y en cierto modo
complementarias para abordar el problema: por un lado, el estudio de la variacién de los
pardmetros cinéticos con la modificacion sistemdtica de la secuencia de pequefios péptidos y, por
otro, el estudio de la hidr6lisis de sustratos proteicos.
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a.-Sustratos oligopeptidicos.

El andlisis de los péptidos representativos de los punto de corte en los sustratos naturales
de la enzima constituye 16gicamente la etapa inicial en el proceso de esclarecimiento de su
selectividad (Darke et al., 1988; Henderson et al., 1988; Hui et al., 1990; Konvalinka et al., 1990;
Moore et al., 1989; Pettit et al., 1991; Phylip et al., 1990; Poorman et al., 1991; Tomasselli et al.,
1991; Tomasselli et al., 1990a; Tozser et al., 1991a). La proteasa del virus V.L.LH.-1 es responsable
de la hidr6lisis de ocho enlaces peptidicos en los precursores gag y gag-pol, que se encuentran
flanqueados por secuencias bastante heterogéneas entre si.

De este modo, los sustratos naturales se han clasificado atendiendo a la naturaleza de los
amino4cidos adyacentes al enlace peptfdico hidrolizable, habiéndose llegado a establecer
inicialmente hasta cuatro clases (Henderson et al., 1988). Sin embargo, actualmente s6lo se
distingue entre aquéllos sustratos que presentan un resto de prolina en posicién P1’ y los demi4s,
que generalmente presentan dos resfduos de caracter hidrofébico a ambos lados del sitio de corte
(Griffiths et al., 1992a). En general, son muy pocas las enzimas, con excepcién de algunos casos
especificamente desarrollados con este fin, que pueden hidrolizar enlaces en los que interviene un
resto de Prolina, por 1o que la relativa frecuencia de este amino4cido en los sustratos de esta
enzima, puede ser un mecanismo de proteccién contra la accién hidrolitica de las proteasas
celulares. En la tabla ILB.1 se muestran las secuencias correspondientes a los principales puntos
de corte de 1a proteasa en los distintos precursores poliprotefcos.

Tabla I1.B.1: Pardmetros cinéticos caracteristicos de la hidrdlisis de péptidos sintéticos de secuencias
correspondientes a los sitios de corte en los precursores gag y gag/pol del virus V.L.H.-1.*

Unién V.LH.-1 Km kcat kcat/Km
(mM) (s1) (s1-mM-1)

pl7/p24 Val-Ser-GIn-Asn-Tyr-/-Pro-Ile-Val-Gln 0.15 6.8 45

p24/X Lys-Ala-Arg-Val-Leu-/-Ala-Glu-Ala-Met-Ser 0.01 <0.1 90

X/p9 Thr-Ala-Thr-Ile-Met-/-Met-Gln-Arg-Gly -Asn 0.05 37 74

p9/p6 Arg-Pro-Gln-Asn-Phe-/-Leu-Gln-Ser-Arg-Pro 0.53 0.3

p15/PR Val-Ser-Phe-Asn-Phe-/-Pro-Gln-Ile-Thr-Leu <0.01 <0.1 7

PR/RT Cys-Thr-Leu-Asn-Phe-/-Pro-Ile-Ser-Pro 0.07 1.5 24

Rt51-RNasa  Ala-Glu-Thr-Phe-/-Tyr-Val-Asp-Gly-Ala-Ala 0.04 04 10

RT-IN Ile-Arg-Lys-Ile-Leu-/-Phe-Leu-Asp-Gly 0.01 12 200

* Reproducidos a partir de Tozser et al. (Tozser et al., 1991b). Los ensayos se realizaron a pH 5.6, 0.25 M de
fosfato potdsico, 7.5% de glicerol, 5mM de ditiotreitol, ImM de EDTA, 0.2% de Nonidet P-40 y 2M de NaCl.

La especificidad en cada uno de los subsitios ha sido investigada por varios grupos
mediante el andlisis de la variacién de los pardmetros cinéticos del proceso de hidrélisis como
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consecuencia de la substitucion sistemética de los amino4cidos del sustrato en diversas posiciones
(Dunn et al., 1994) tanto para los sustratos peptidicos que contienen prolina (substituciones en P1
(Billich & Winkler, 1991), P2 (Billich & Winkler, 1991; Tozser et al., 1991b; Tozser et al., 1992)
y P2’ (Margolin et al., 1990), P3 (Billich & Winkler, 1991), P4 (Griffiths et al., 1992b; Tozser et
al., 1991b; Tozser et al., 1992) y P5 (Griffiths et al., 1992b)) como para los pertenecientes a la
segunda clase (substituciones en P1 (Grinde et al., 1992b; Richards et al., 1990), P2 y P2’ (Grinde
et al., 1992b; Konvalinka et al., 1990; Phylip et al., 1990), P3 y P3’ (Grinde et al., 1992b;
Konvalinka et al., 1990) y P4 (Grinde et al., 1992b)).

En general, 1a hidr6lisis de estos sustratos estd caracterizada por valores relativamente
elevados de Km, que en algunos casos alcanzan el intervalo milimolar, 1o que, en cierto modo,
dificulta los estudios cinéticos. Los resultados de este tipo de estudios sugieren que la
especificidad de esta proteina es un proceso complejo, en el que se combina la tendencia a la
formacién del mdximo nimero de enlaces de hidrégeno posible entre el esqueleto peptidico del
sustrato y la protefna, con la optimizacién de las interacciones entre las cadenas laterales con los
distintos subsitios de uni6n. Mientras que una de las caras del sustrato interviene en el
establecimiento de enlaces de hidr6geno con la base del sitio de uni6n, caracterizada por su
elevada rigidez, la otra interacciona con las regiones més flexibles de la proteina, siendo estas
tltimas generalmente las de mayor relevancia para la adaptacion del sustrato al sitio de uni6n asf
como para la determinacién de la velocidad de hidr6lisis. Por lo tanto, las diferencias observadas
en los valores de los cocientes kcat/Km para los distintos sustratos reflejan la habilidad de cada
uno de ellos para situar sus cadenas laterales en posiciones 1o m4s cercanas posible a las ideales sin
interferir en el establecimiento de la red de puentes de hidrégeno decisiva para la catélisis.

Como ilustracién, en la tabla II1.B.1 se recogen los valores de los pardmetros cataliticos
obtenidos experimentalmente para algunos de estos sustratos. En lineas generales, cabe destacar la
incapacidad de la proteasa para hidrolizar sustratos que presenten aminoécidos ramificados en el
carbono beta en posicién P1; la preferencia por restos de marcado cardcter hidrofébico y
preferentemente ramificados en posicién P2; el caracter polar del subsitio S2° (habiéndose
encontrado que Glu es una de las mejores opciones en dicha posicién); asf como el papel
desempefiado por los resfduos periféricos en posiciones P4 o incluso PS5, que, aunque
relativamente lejanos al sitio catalitico, pueden afectar significativamente el valor de los pardmetros

cinéticos.

b.-Sustratos proteicos.

Como se ha mencionado anteriormente, el empleo de diversas proteinas no viricas como
sustratos de la enzima puede proporcionar informacién complementaria a la obtenida a partir de
los estudios con pequefios péptidos concerniente a la influencia de la estructura del sustrato en la
especificidad de la protefna. En general, las protefnas hidrolizadas por la proteasa del virus
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V.L.H.-1 (Hui et al., 1990; Shoeman et al., 1990; Tomasselli et al., 1991; Tomasselli et al., 1990a)
estdn en su mayorfa constituidas por varios dominios, de modo que la hidrélisis se lleva a cabo
fundamentalmente en los lazos que los conectan, por lo que se ha especulado acerca de la posible
semejanza estructural entre estas regiones y los puntos de corte en los precursores poliprotefcos.
En principio, estos estudios han revelado que la proteasa del virus V.I.H.-1 es capaz de
hidrolizar enlaces peptfdicos entre cualquier tipo de aminoédcidos (Poorman et al., 1991), siendo
dificil establecer una clasificacién dada la ausencia de preferencias notables, con la unica
excepcion de la elevada frecuencia con que se observa un resto Glu en posicién P2’. Asimismo, se
ha establecido cierto paralelismo (tanto en cuanto los pardmetros cinéticos como en cuanto a la
especificidad) entre la hidr6lisis de péptidos y protefnas, lo que sugiere que, aunque las constantes
de velocidad pueden verse influidas por el contexto estructural, es posible que una region
suficientemente flexible de la proteina pueda ser acomodada en el sitio de unién de la enzima en

conformacién extendida.

11.B.4.3.2.-Influencia del pH y fuerza idnica.
a.-Pardmetros cinéticos del proceso de hidrélisis.

Como es comin a todas las proteasas aspdrticas (Pearl & Blundell, 1984), el centro
catalitico de la proteasa del virus V.I.H.-1 estd constituido por los dos grupos carboxilicos
pertenecientes a los Asp?S de cada uno de los monémeros que, dispuestos coplanarmente entre sf,
mantienen una molécula de agua coordinada entre ellos (Wlodawer & Erickson, 1993). Como se
ha discutido anteriormente, la proximidad espacial entre los grupos carboxilo, forzada por la
geometrfa y rigidez del sitio activo, provoca anomalfas en sus pKas, de forma que el
correspondiente a la primera protonacién presenta un valor menor que el habitual para
compuestos monocarboxilicos completamente solvatados, mientras que el segundo es
notablemente m4s elevado (Polgar, 1987).

Conviene hacer notar que, dada la simetrfa de la enzima, ambos carboxilos son
completamente indistinguibles en la forma libre, por 1o que no cabe atribuir ninguno de los pKas
a un grupo en particular sino que es preferible considerar el sistema como un écido dicarboxilico
simétrico, situacién en cierto modo diferente a la encontrada en las enzimas eucariéticas, en las
que, a pesar de la similitud estructural entre ambos aspérticos, pequefias diferencias en los
ambientes e interacciones establecidas por cada uno de ellos, permitfa observar la protonacién
preferencial del Asp?> (numeracién correspondiente a Pepsina).

A pesar de seguir el comportamiento general caracteristico de todas las proteasas
aspdrticas (Lin et al., 1992), reflejado en la forma acampanada de las curvas de actividad
especifica (kcat/Km) en funci6n del pH (Hyland et al., 1991a; Ido et al., 1991; Polgar et al., 1994),
las enzimas retroviricas, al contrario que sus homoélogas eucarifticas (que presentan maxima
actividad a pH comprendidos entre 2 y 4) poseen un pH 6ptimo en el rango de pH entre 4 y 6.
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Este fen6meno ha sido atribuido por algunos autores a la presencia de los restos de Ala28, en
posiciones topolégicamente equivalentes a las ocupadas casi invariablemente por Ser y Thr en las
proteasas eucariéticas, de forma que los enlaces de hidr6geno establecidos entre sus grupos
hidroxilo y ambos aspdrticos cataliticos (Abad-Zapatero et al., 1990; Cooper et al., 1990) podrian
ser los responsables de estas diferencias (Ido et al., 1991).

Del ajuste de las curvas de actividad frente al pH puede obtenerse una estimacion de los
pKas de los grupos ionizables que intervienen en la catélisis, generalmente asignados a los
aspdrticos del centro activo. Aunque distintos estudios proporcionan valores de pKa ligeramente
diferentes (Hyland et al., 1991a; Ido et al.,, 1991; Polgar et al., 1994), todos coinciden en la
existencia de una carga negativa en el sitio activo, de modo que el sustrato se une a la enzima con
s6lo uno de los aspérticos protonados. Asimismo, la presencia de grupos ionizables en el sustrato,
como es el caso del Glu frecuentemente encontrado en posiciéon P2’ (Poorman et al., 1991),
puede afectar los pardmetros cataliticos aunque no modifica sensiblemente la forma general de la
curva (Polgar et al., 1994).

En cuanto a la variacién de los valores individuales de kcat y Km con el pH, aunque con
ciertos sustratos el valor de Km parece seguir la ionizacién de los aspdérticos catalfticos
(presentando curvas de formas similares a las obtenidas para la velocidad especifica asi como
valores de pKas congruentes para los grupos ionizables (Polgar et al., 1994)), los resultados
obtenidos parecen depender de la naturaleza del sustrato y de las condiciones empleadas en el
ensayo.

La actividad especifica de la enzima se ve incrementada asfmismo a alta fuerza i6nica
(Cheng et al., 1990; Hyland et al.,, 1991a; Polgar et al., 1994; Szeltner & Polgar, 1996)
habiéndose encontrado (tras analizar la dependencia con el pH a diversas concentraciones salinas
y haber determinado la escasa variacién de los pKas de los grupos ionizables con la fuerza i6nica)
una variacién lineal de los valores, previamente corregidos por efectos de pH, del cociente
kcat/Km con la concentracién de sal (Polgar et al., 1994). Aunque algunos autores sugieren la
disminucién de la constante de Michaelis a altas concentraciones salinas como el origen del
aumento en la constante de velocidad especifica, kcat/Km (Meek et al., 1994; Wondrak et al.,
1991), otros proponen la contribucién de factores adicionales como la estabilizacién
conformacional de la enzima a alta fuerza i6nica (Szeltmer & Polgar, 1996).

b.-pKa de los aspdrticos cataliticos en los complejos con distintos inhibidores.

Diversos estudios de RMN llevados a cabo con varios complejos entre la protefna marcada
con 13C y distintos inhibidores han permitido la estimacién de los pKas de los grupos asparticos
catalfticos en la forma complejada de la enzima, ya que el desplazamiento quimico
correspondiente al carbono cuaternario de sus carboxilos es sensible a su estado de ionizacion,

existiendo una diferencia de unas 4 ppm entre sus formas completamente protonadas y
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desprotonadas en agua (Smith et al., 1996).

Asf, el espectro correspondiente al complejo de la enzima con Pepstatina A muestra dos
sefiales a 178.8 ppm (correspondiente a un grupo carboxilo protonado) y 172.40 ppm (originada
por un grupo carboxilato), que permanecen inalteradas en el rango de pH entre 2.5 y 6.5 durante
varios dias. Dado que la constante de velocidad para el proceso de disociaci6n es del orden de 1
s'1, 1a ausencia de titulacién no puede atribuirse a la inaccesibilidad de los grupos carboxilo al
disolvente. Por tanto, estos datos revelan la existencia de un grupo carboxilico con un pKa
superior a 6.5 y mientras que el segundo presenta un pKa en el complejo por debajo de 2.5
(Smith et al., 1996).

Idénticos resultados se han obtenido a partir de estudios similares con el inhibidor
KNI-272 (Wang et al., 1996), compuesto peptidomimético que constituye un anédlogo del estado
de transicion, de forma que la asimetria introducida en la estructura por la presencia del inhibidor
permite distinguir las sefiales correspondientes a los dos monémeros, habiéndose establecido que
es el Asp? el que se encuentra protonado mientras que el Asp!25 est4 ionizado en el complejo, de
acuerdo con las predicciones realizadas a partir de cdlculos mecanocuédnticos aplicados a la
estructura tridimensional del complejo (Baldwin et al., 1995a).

Diversos estudios tedricos sugieren que los estados de ionizacién de los grupos aspérticos
cataliticos a un pH dado deben encontrarse modulados por las interacciones especificas
establecidas entre las cadenas laterales de los grupos aspérticos asi como por el ambiente local en
que éstos se encuentren en el complejo (Harte & Beveridge, 1993) .Esta situacién se refleja
claramente en los valores de los pKas obtenidos para el complejo con el inhibidor simétrico, de
estructura basada en ureas ciclicas y por tanto de naturaleza no peptidica, DMP323 (Lam et al.,
1994). La naturaleza simétrica del inhibidor hace que ambas cadenas sean indistinguibles y que,
por lo tanto, se obtengan idénticos desplazamientos quimicos para los residuos equivalentes en los
dos mondémeros. De este modo, se observa que ambos presentan un pKa alrededor de 8, por lo
que se encuentran protonados en el rango de pH entre 2 y 7 e interaccionando de forma idéntica
con los dos grupos hidroxilo del inhibidor dispuestos simétricamente (Yamakazi et al., 1994).

I1.B.4.3.3.-Inhibicién por los productos de la hidrélisis

El estudio de los pardmetros cinéticos del proceso de hidrélisis de diversos sustratos
peptidicos correspondientes a algunas de las secuencias de corte de los precursores poliprotefcos
gag y gag-pol ha revelado la existencia de procesos de inhibicién a cargo de los productos de la
hidrdlisis, con constantes del orden milimolar y mecanismos que varfan segin la naturaleza del
sustrato, de modo que mientras en algunos casos los dos productos poseen capacidad inhibitoria
en otros tnicamente uno de ellos se une a la enzima (Hyland et al., 1991b).

Actualmente se dispone de la estructura tridimensional de los complejos de la proteina con
los productos de la hidr6lisis del sustrato Ac-S-L-N-F=P-I-V-NH, (Rose et al., 1996a), donde =
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representa el enlace peptidico que sufre el proceso de hidr6lisis. El proceso de cristalizacion
Ilevado a cabo en presencia de los dos productos peptidicos resultado de la hidr6lisis (Ac-S-L-N-F
y P-I-V-NH,) ha permitido obtener la estructura del complejo de la enzima con el péptido
correspondiente al extremo amino-terminal, que adopta una conformacién muy similar a la
presentada por la regién correspondiente en los distintos inhibidores peptidomiméticos. Estos
resultados est4n en concordancia con los obtenidos a partir de estudios cinéticos llevados a cabo
con un sustrato de secuencia similar, Ac-S-Q-L-Y=P-V-V-NH,, en los que inicamente se observa
inhibicién por parte del tetrapéptido amino-terminal Ac-S-Q-L-Y, caracterizado por una constante
de inhibicién de 0.23 mM (Hyland et al., 1991b).

La cristalizacién en presencia exclusivamente del péptido Ac-S-L-N-F conduce a la
obtencién de una estructura similar a la obtenida en presencia de ambos productos, mientras que
al llevarse a cabo el proceso de cristalizacién en presencia del sustrato completo, es el tripéptido
correspondiente al extremo carboxilo terminal (P-I-V-NH,) el encontrado en el sitio de unién. En
este caso, la orientacién del péptido es opuesta a la que presenta en el sustrato, a pesar de lo cual,
su cadena principal establece tres de las cuatro interacciones descritas para la estructura del
extremo amino-terminal de los inhibidores peptidicos. En ninguno de los casos se han encontrado

ambos productos unidos simultdneamente a la enzima.

I1.B.4.4.-Estudios de inhibicién.

Dada la conservacién del mecanismo catalitico entre todas las enzimas pertenecientes a la
familia de las proteasas aspérticas, la clasificacién de la proteasa del virus V.I.LH.-1 como miembro
de este grupo ha permitido la aplicacién de estrategias similares a las utilizadas con las otras
enzimas de la familia (especialmente elaboradas en el caso de Renina) para el desarrollo de
inhibidores efectivos de la esta proteasa, posibilitando, por tanto, un avance significativo en el
tratamiento terapeiitico de la enfermedad.

La similitud en el mecanismo de accién constituye a su vez un claro obstdculo en el
desarrollo de drogas efectivas contra el virus, dado que la ausencia de interferencias con la
actividad de las proteasas aspdrticas humanas como Pepsina, Renina, Cathepsina D o Cathepsina E,
constituye un requisito esencial para la posible aplicaci6n terapeitica de cualquier inhibidor (Jupp
et al., 1989). A este respecto, la capacidad de llevar a cabo la hidr6lisis de enlaces peptidicos entre
restos Tyr-Pro, constituye una caracterfstica diferencial de la proteasa del virus V.I.H con respecto
a las demds protefnas del grupo que, en un principio, proporciona un punto de partida para el

desarrollo de inhibidores especificos para esta enzima.

I1.B.4.4.1.-Inhibidores peptidicos.

Como se ha mencionado anteriormente, una de las estrategias de inhibicién més
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cominmente adoptadas, y que ha resultado notablemente fructifera en el desarrollo de inhibidores
de otras proteasas aspérticas, consiste en la identificacion de un sustrato oligopeptidico adecuado
en el que incorporar las funcionalidades apropiadas que simulen el estado de transicién. De este
modo, la exploracién de la secuencia y longitud 6ptimas del sustrato se convierte en una tarea
preliminar esencial (Debouck & Metcalf, 1990).

La efectividad obtenida con los distintos andlogos del estado de transicién es variable
(Billich et al., 1988; Tomasselli et al., 1990b), siendo, en general los derivados hidroxietilénicos
[CH(OH)-CH2] los inhibidores de mayor potencia (Dreyer et al., 1992; Jaskolksi et al., 1991,
Thanki et al., 1992; Thompson et al., 1992), seguidos por hidroxietilaminas [CH(OH)-CH,-N-]
(Rich et al., 1990; Roberts et al., 1990); difluorostatonas [CO-CF2-CO] (Schirling et al., 1993); los
inhibidores que contienen restos de estatina [CH(OH)-CH2-CO]; fosfinatos [P(O2)H-CH2]; y
finalmente las amidas reducidas [CH2-NH] (Miller et al., 1989a).

a.-Inhibidores basados en sustratos peptidicos.

Como se ha mencionado anteriormente, la proteasa del virus V.LLH.-1 es responsable de la
hidrolizacién especifica de ocho enlaces diferentes en los precursores gag y gag-pol (Billich et al.,
1988; Darke et al., 1988; Krausslich et al., 1989) entre los que cabe destacar los sitios de corte 1,5,
y 6 en los que la hidrélisis se produce entre los residuos Phe o Tyr y Pro (ver tabla IL.B.1). El
hecho de que estos enlaces no sean susceptibles de ser hidrolizados por las otras proteasas
humanas, proporcionarfa a cualquier inhibidor basado en este tipo de sustratos una elevada
especifidad asf como mayor resistencia a la degradacion.

De este modo, se han desarrollado diversos inhibidores mediante la incorporacién de
grupos andlogos del estado de transicion a este tipo de sustratos (Martin, 1992; Rich et al., 1990;
Roberts et al., 1990). Diversos estudios comparativos indican que, en general, son los derivados
hidroxietilénicos los que originan inhibidores de mayor potencia, posiblemente debido a su
mayor semejanza con el enlace peptidico encontrado en los sustratos (Dreyer et al., 1989; Moore
et al.,, 1989; Vacca, 1994). En cuanto a la configuracién adoptada por el grupo hidroxilo no
existe un comportamiento homogéneo encontrdndose tanto compuestos con configuracién R o S.
Se ha observado mediante estudios cristalogrificos y de modelado molecular, que el par
electrénico libre del nitr6geno del resto de prolina puede encontrarse orientado tanto hacia la
base del centro activo, como hacia el “flap”, de modo que, en este caso, es posible conseguir el
alineamiento correcto de las cadenas laterales en el sitio de unién con independencia de la
estereoquimica del hidroxilo (Krohn et al., 1991; Rich et al., 1991).

b.-Inhibidores de otras proteasas aspdrticas.

Asfmismo, la identificacién de la proteasa del virus V.I.LH.-1 como proteasa aspdrtica ha
permitido la utilizacién de diversos inhibidores desarrollados en un principio para otras enzimas
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del grupo como Pepsina o Renina (Katoh et al., 1987; Richards et al., 1989b). De este modo, al
igual que las demds enzimas del grupo, el pentapéptido acetil-pepstatina constituye un potente
inhibidor de la proteasa del virus de tipo 1 (Richards et al., 1989b), e incluso presenta mayor
potencia frente a la proteasas de tipo 2, siendo las constantes de inhibicién 20 nM y 5nM
respectivamente. La conformacién adoptada por el pentapéptido en el complejo (Fitzgerald et al.,
1990) es muy similar a la encontrada para otros inhibidores, atin a pesar de la ausencia de cadena
lateral en P1°.

Asfmismo, la semejanza encontrada entre la secuencia de corte en el pepsinégeno y uno
de los sitios de hidrélisis de los precursores poliprotefcos, ha permitido el desarrollo de
inhibidores de gran potencia (Martin, 1992; McQuade et al., 1990; Vacca et al., 1991) basados en

compuestos desarrollados especificamente como inhibidores de Renina.

11.B.4.4.2.-Inhibidores no peptidicos.
a.-Inhibidores simétricos.

La confirmaci6n cristalogréfica de la naturaleza homodimérica de la proteasas retroviricas
que, como se ha descrito anteriormente, poseen un unico sitio activo de simetria binaria, ha
proporcionado un nuevo impulso al desarrollo de inhibidores de naturaleza simétrica. Estos
compuestos, de menor carécter peptidico, aunque todavia basados en el concepto cldsico del
estado de transici6n, constituyen potentes inhibidores de la enzima que, ademds de presentar una
mayor estabilidad in vivo, se caracterizan por una mayor especificidad por las proteasas
retroviricas dada la falta de simetrfa en el centro activo de las enzimas eucariéticas.

El proceso de disefio de un inhibidor simétrico a partir de un sustrato o inhibidor
asimétrico conlleva la eleccién de una de las porciones (amino o carboxilo terminal) de los
compuesto originales y la posterior duplicacién de su estructura mediante la aplicacién de una
operacién de simetrfa C,, de modo que se origina una estructura simétrica complementaria a las
regiones hidrof6bicas e hidrofilicas de ambas mitades del sitio activo. Asi, tras la definicién en la
estructura original de un eje de simetrfa imaginario coincidente con el de la enzima y la
eliminacién de uno de los extremos, la duplicacién, mediante el giro alrededor de dicho eje, de la
regién conservada genera un nuevo inhibidor simétrico (Erickson, 1993, Kempf, 1994, Kempf et
al., 1990). En la figura IL.B.8 se ilustran algunos de los procedimientos seguidos para el
desarrollo de estos inhibidores.

Dependiendo de 1a eleccién del eje de simetrfa (que puede pasar por el centro del enlace
peptidico hidrolizable o coincidir con el carbono carbonilico o con el nitrégeno amida), la
eleccion de la regién duplicada ,asf como de la naturaleza de la funcién central (Barrish et al.,
1994, Bone et al., 1991, Erickson, 1993, Wang et al., 1995), se generan unidades estructurales
estables de diversas caracterfsticas. Estos procedimientos han conducido-a-la-obtencién de
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compuestos caracterizados por constantes de inhibicion en el intervalo nanomolar (Kempf et al.,
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1995; Kempf et al., 1991). En general, la potencia de estos compuestos se encuentra determinada
tanto por su habilidad para establecer enlaces de hidrégeno con el centro catalitico como por el
espaciado adecuado y la correcta disposicién de los grupos carbonilicos y de las cadenas laterales
en posicién P1 y P1’ (Kempf, 1994).

En general, 1a observacion de las estructuras tridimensionales (Bone et al., 1991; Erickson,
1993; Erickson et al., 1990; Kempf et al., 1993) de los complejos de estos compuestos con la
enzima muestra que, ain a pesar de la orientacién inversa de una de sus mitades en relacién con
los inhibidores basados en substratos, existe una gran similitud en cuanto a los puentes de
hidrégeno establecidos con los grupos del centro activo. Esta observacién es, en cierto modo,
indicativa del papel fundamental que la habilidad de los compuestos asimétricos para adoptar
conformaciones ‘“simétricas” tiene en la determinacién de la afinidad. El grupo hidroxilo central
del inhibidor interacciona con ambos aspdrticos cataliticos; los dos grupos carbonilicos adyacentes
establecen un puente de hidrégeno con la molécula de agua que actia como puente entre el
inhibidor y el “flap”, mientras que las aminas a ambos lados de la unidad central interaccionan
con las Gly?? de ambos monémeros.

b.-Disefio de novo de inhibidores no peptidicos.

La elucidacién de la estructura tridimensional de la proteasa del virus V.I.H.-1, asi como
de sus complejos con un elevado nimero de inhibidores, ha permitido profundizar en la
comprension de las relaciones estructura-funcién que determinan tanto la especificidad por los
sustratos como la afinidad y potencia de los distintos inhibidores. De este modo, el disefio de
nuevos compuestos con grupos funcionales especificos relacionados espacialmente entre si de
modo que presenten cierta complementariedad con las superficies hidrof6bicas e hidrofilicas de la
protefina ha permitido el desarrollo de una nueva generacién de inhibidores. Por lo tanto,
mediante 1a maximizacién de las interacciones de van der Waals y la optimizacién del nimero y
geometria de los enlaces de hidrégeno establecidos entre el compuesto disefiado y la enzima se
han conseguido inhibidores de gran potencia, especificidad y estabilidad a la degradacién, que
constituyen una sélida alternativa terapeiitica.

En general, una de las estrategias mé4s cominmente empleadas es el disefio de compuestos
hidrofébicos, preferentemente de pequefio tamafio y alto contenido en ciclos arométicos, de
forma que su elevada rigidez contribuye al incremento de la afinidad gracias a la minimizacién de
la pérdida de entropia conformacional como consecuencia del proceso de unién. Adicionalmente,
la incorporacién de grupos especificos en situaciones estratégicas que permitan el desplazamiento
de moléculas de agua adicionales que de otro modo estarfan presentes en el complejo con el
consecuente beneficio entr6pico, o bien que contribuyan simplemente al incremento de su
solubilidad, constituyen técnicas cominmente utilizadas.

La naturaleza de estos inhibidores es, por tanto, muy variada, destacando los compuestos
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macrociclicos como cosalanos (Cushman et al., 1994; Cushman et al., 1995; Xie et al., 1995),
cumarinas (Thaisrivongs et al., 1995), piranos (Lunney et al., 1994; Romines et al., 1995a;
Skulnick et al., 1997; Vara Prasad et al., 1995), ureas ciclicas (Lam et al., 1994; Nugiel et al.,
1997; Sham et al., 1996), derivados de penicilina y sulfonamidas (Backbro et al., 1997; Kitchin et
al., 1994; Skulnick et al., 1995), y otros compuestos ciclicos (Ghosh et al., 1994; Hulten et al.,
1997; Podlogar et al., 1994; Romines et al., 1995b).

I1.B.4.5.-Desarrollo de resistencia a firmacos.

Uno de los principales obstdculos encontrados en el proceso de desarrollo de tratamientos
efectivos contra el S.I.D.A. ha venido determinado por la aparicién, durante la administracién de
los diversos agentes terapedticos disponibles, de nuevas cepas del virus que presentan resistencia a
muchos de estos farmacos (Condra et al., 1995). Este fenémeno, aunque observado inicialmente
con compuestos como AZT o nevirarpine, dirigidos contra la retrotranscriptasa, ha adquirido
asimismo gran importancia en el desarrollo de inhibidores de la proteasa (Ridky & Leis, 1995).

La aparicién de mutaciones en el virus que confieren resistencia a los diversos fdrmacos
parece tener su origen en la baja fidelidad de la retrotranscriptasa, cuyos errores, no eliminados,
dada la inexistencia de capacidad correctora en la polimerasa de ADN del virus, se incorporan al
ADN virico con anterioridad a la integracién en el genoma de la célula huésped. Como
consecuencia, en presencia de drogas que seleccionan preferentemente ciertos tipos de
mutaciones, este proceso, en principio de naturaleza completamente aleatoria, se traduce en la
aparicién de cepas resistentes (Condra et al., 1995; Ridky & Leis, 1995).

I1.B.4.5.1.-Localizacién y naturaleza de las mutaciones que confieren resistencia.

En el caso de la proteasa las mutaciones encontradas en los virus resistentes aislados en
pacientes bajo tratamiento con sus inhibidores constituyen un juego de aminoédcidos muy
caracterfstico. Estas mutaciones se encuentran con frecuencia localizadas en zonas directamente
relacionadas con los distintos subsitios de unién (Cameron et al., 1993; Collins et al., 1995)
aunque se han descrito ciertas mutaciones en posiciones no implicadas directamente en el proceso
de unién de los sustratos e inhibidores.

Algunas de las mutaciones mds frecuentes se encuentran situadas en la base del centro
activo, como es el caso de los amino4cidos en posicién 32 (implicado en los subsitios S2 y S2°), 8
(subsitios S4 y S4°) y 84 (substitios S1, S3, S3°, S1°). Otras, por el contrario, forman parte de los
lazos extermos, altamente flexibles, como las mutaciones en posicién 46 (Ho et al., 1994; Kaplan
et al., 1994), 47 y 48 que forman parte del flap que, tras la uni6n del sustrato a la enzima, cubre €l
sitio catalftico, constituyendo la parte superior de los subsitios S4 y S4°.

La mayorfa de las cadenas laterales de los resfduos en estas posiciones se encuentran

orientadas hacia el interior de la molécula, de modo que la substitucién de un amino4cido por
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otro se traduce en la alteracién de sus interacciones con el ligando. Existen, sin embargo, ciertas
excepciones, como es el caso de Met4® cuya cadena lateral se encuentra dirigida hacia el
disolvente, por lo que el efecto de una posible mutacién en esta posicién no es trivial, pudiendo
estar relacionado, segin se desprende de diversos estudios de dindmica molecular, con la
disminucién de la flexibilidad del “flap” (Collins et al., 1995; Ho et al., 1994).

Los distintos subsitios de unién muestran diferentes preferencias por los distintos tipos de
amino4cidos determinadas fundamentalmente por la maximizacién de las interacciones, en su
mayoria de van der Waals, establecidas con las cadenas laterales del inhibidor (Cameron et al.,
1993; Grinde et al., 1992a), mostrando generalmente un comportamiento independiente entre si
(Cameron et al., 1994; Grinde et al., 1992b). Dado que la mayoria de los inhibidores han sido
disefiados con el fin de maximizar las interacciones a lo largo del sitio de uni6n, posibles
modificaciones de los distintos subsitios pueden afectar profundamente su afinidad por la
protefna. La aparicién de mutaciones, por tanto, puede conducir a una variacién en la
especificidad por los sustratos (Cameron et al., 1994; Grinde et al., 1992b) con la consecuente
disminuci6n en la capacidad catalftica de la enzima (Gulnik et al., 1995), asi como a una menor
afinidad de los inhibidores por la proteina.

Las mutaciones encontradas en sitios importantes para el establecimiento de la
especificidad son generalmente muy conservativas, implicando normalmente la pérdida o
ganancia de un grupo metileno, como es el caso de las mutaciones 184V, V82I, V82A, 147V,
V321, siendo M46F una de las pocas excepciones, mientras que las situadas regiones de la proteina
alejadas del centro activo muestran cambios méds dramaticos.

En general, tras el tratamiento con diversas drogas, los mutantes aislados en los primeros
estadfos del tratamiento presentan eficiencias cataliticas mermadas con respecto a la protefna nativa
(Gulnik et al., 1995), mientras que, en tratamientos prolongados se ha observado la aparicién de
nuevos cambios en la secuencia, inocuos en cuanto a resistencia se refiere, pero que, en cierto
modo, compensan el efecto de las mutaciones originales, restaurando en gran medida la capacidad

catalftica de la proteina.

11.B.4.5.2.-Estudios cinéticos y estructurales.

Conviene hacer notar que una condicién necesaria para la aparicién de cepas resistentes es
el desarrollo de mutaciones con capacidad para disminuir la afinidad de la protefna por el
inhibidor, manteniendo su actividad catalitica a niveles aceptables para la supervivencia del virus.
De esta premisa se desprende la necesaria existencia de diferencias fundamentales, bien en el
nimero, bien en la naturaleza de las interacciones que determinan la afinidad de unién de
inhibidores y sustratos. Dicha modulacién diferencial de las propiedades enziméticas de la
protefna no es m4s que el reflejo de la relaciones estructura/funcién en los distintos mutantes, por
lo que varios laboratorios han abordado tanto el estudio de sus propiedades cinéticas (Gulnik et
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al., 1995; Lin et al., 1995), como de sus estructuras cristalogrdficas (Baldwin et al., 1995b; Chen et
al., 1995; Hong et al., 1996; Hoog et al., 1996; Skulnick et al., 1997; Skulnick et al., 1995).

La posibilidad de que cualquier mutacién confiera resistencia a un inhibidor en concreto
no estd determinada tnicamente por la disminucién en la sensibilidad de la enzima a dicho
inhibidor (K; .../ K; wr), sino que su capacidad para mantener un nivel de actividad catalftica
suficiente para la supervivencia del virus es asfmismo un factor critico. De este modo, dadas dos
enzimas mutantes que presentan la misma afinidad por un inhibidor en concreto, aquélla que
posea mayor eficiencia catalitica (kcat/Km) serd seleccionada preferentemente en presencia de
dicho inhibidor.

Asf, la definicién de la “vitalidad” de una mutacién de acuerdo con la expresion:

L Kk,
vitalidad = KK

17 cat

/K,)
/K_)

mutante

silvestre (II_B_ 1)

permite la comparacion los efectos de las diversas mutaciones en presencia de un inhibidor en
particular. De este modo, que mientras mayor sea la vitalidad de una mutacién, mayores son las
posibilidades de que ésta sea seleccionada bajo la presién de un inhibidor determinado (Gulnik et
al., 19935).

En términos generales, la mayoria de los mutantes presentan una menor eficiencia
catalitica (kcat/Km) que la protefna silvestre debido fundamentalmente al incremento en Km,
mientras que la constante catalitica no se ve drdsticamente afectada por la mayoria de las
mutaciones (Gulnik et al., 1995; Lin et al., 1995). En cuanto a la interaccién con los inhibidores,
se ha observado que el efecto de una mutacién concreta en la constante de inhibicién (Ki)
depende de su situacién en la molécula, variando asimismo con la naturaleza de la substitucién.
Adicionalmente, la disminucion originada en la afinidad por cada mutacién varfa asfmismo de un
inhibidor a otro, estando determinada por la estructura del inhibidor asf como por los posibles
cambios conformacionales inducidos en la proteina a consecuencia de 1a mutacién (Gulnik et al.,
1995; Lin et al., 1995).

A pesar de que la informaci6n estructural disponible actualmente es ain muy limitada, se
dispone de las estructuras tridimensionales de los complejos de algunos inhibidores con enzimas
en las cuales se han incorporado algunas de las mutaciones resistentes méis frecuentemente
observadas in vivo (Baldwin et al., 1995b; Chen et al., 1995; Hong et al., 1996). El andlisis de estas
estructuras no ha revelado grandes cambios estructurales en el complejo a consecuencia de la
mutacién, por 1o que, aunque algunos autores han atribuido la disminucién de la afinidad a la
pérdida o modificacién de algunas de las interacciones concretas establecidas entre la enzima y el
inhibidor (Chen et al., 1995; Hong et al., 1996), otros sugieren la existencia de cambios
conformacionales muy sutiles, extendidos a lo largo de todo el sitio de unién y que, globalmente,
conducen a una menor sensibilidad de la proteina por el inhibidor (Baldwin et al., 1995b).
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I1.B.4.5.3.-Resistencia nuiltiple.

La proteasa del virus V.I.H.-1 ha demostrado una elevada facilidad para la incorporacion
de mutaciones en su secuencia, de modo que, en principio, el virus tiene la capacidad de
desarrollar resistencia a cualquiera de los inhibidores disefiados hasta el momento, habiéndose
descrito la aparicién de mutantes resistentes al menos para quince de ellos (Condra et al., 1995; el-
Farrash et al., 1994; Ho et al., 1994; Jacobsen et al., 1995; Kaplan et al., 1994; King et al., 1995;
Markowitz et al., 1995; Moutouh et al., 1996; Otto et al., 1993; Roberts, 1995).

Dado que la mayorfa de estos compuestos han sido desarrollados como andlogos no
hidrolizables del sustrato, especificamente disefiados para la inhibicién de la proteina nativa
mediante la optimizacion de las interacciones en el centro catalitico (Ridky & Leis, 1995; Rose et
al., 1996b), no es sorprendente la aparicién de fenémenos de resistencia miiltiple, de modo que
los fenotipos resistentes desarrollados en presencia de un firmaco determinado generalmente
presentan resistencia a otros inhibidores (Condra et al., 1995; Ridky & Leis, 1995).

Aln asf, se ha demostrado la existencia de ciertas diferencias en los patrones mutacionales
desarrollados por distintos inhibidores, habiéndose incluso descrito 1a sensibilizacién adicional de
algunos de los mutantes hacia otros fAdrmacos con respecto a la proteina silvestre (Roberts, 1995).
Por tanto, la aplicacién de tratamientos combinados, que contienen varios inhibidores de distinta
naturaleza, podria evitar, o al menos debilitar, el desarrollo de cepas resistentes del virus,

resultando mds efectivos desde el punto de vista terapettico que los agentes individuales.



III.-Metodologias de Cdlculo de Energia Libre
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III.-METODOLOGIAS DE CALCULO DE ENERGIiA LIBRE:
PARAMETRIZACION ESTRUCTURAL DE LA ENERGETICA DE
PLEGAMIENTO DE PROTEINAS Y UNION DE LIGANDOS.

II1.1.-CONSIDERACIONES GENERALES.

III.1.1.-Interés del cdlculo de Energias libres,

El problema del reconocimiento molecular, tanto en procesos intermoleculares (entre los
que destacan: la unién de cofactores, sustratos, e inhibidores a enzimas, la identificacién de
antfgenos por sus correspondientes anticuerpos, la interaccién entre hormonas y sus receptores, 0
las asociaciones entre protefnas y 4cidos nucleicos) asf como intramoleculares (constituyendo el
plegamiento de una proteina un ejemplo especialmente notable) se ha convertido en una cuestién
de extraordinaria relevancia. El gran interés despertado por este tipo de fen6menos, que ha
sobrepasado los limites estrictamente académicos, se debe fundamentalmente a sus innumerables
implicaciones tanto biotecnolégicas como terapeiticas, ya que la comprension de los factores que
determinan el reconocimiento molecular posibilitaria el desarrollo de estrategias racionales para el
disefio de protefnas con nuevas funciones y estabilidades modificadas y fdrmacos con afinidades
predeterminadas por receptores especificos.

La descripcién termodindmica de estos procesos es de gran interés para la elucidacién de
los factores que determinan el reconocimiento molecular. Desde un punto de vista microscopico,
y de acuerdo con los principios de la termodindmica estadfstica, las poblaciones de cada uno de
los estados accesibles a un sistema molecular en equilibrio son proporcionales a la diferencia en
energfa libre con respecto a un estado de referencia. De este modo, una vez conocida su energfa
libre, queda determinada la probabilidad de encontrar el sistema en un estado especifico.
Consecuentemente, la energfa libre de Gibbs constituye un pardmetro fundamental en la
descripcién termodindmica de sistemas de interés biol6gico, dado que controla la direccién en
que se desarrollan los procesos espontdneos, 1a posicién de los equilibrios quimicos, asi como la
magnitud de las barreras energéticas asociadas al estado de transicién en procesos cinéticos.

Asimismo, el gran desarrollo experimentado durante los dltimos afios por las diversas
técnicas de andlisis estructural se ha traducido en un notable incremento de la informacién
estructural disponible para los distintos sistemas biol6gicos, y ha avivado el interés por el estudio
de las relaciones existentes entre la estructura, estabilidad y funcién de los biopolimeros. La
elucidacién de estas cuestiones proporcionaria la clave, tanto para el disefio racional de fdrmacos,
como para el desarrollo de las técnicas de ingenierfa de protefnas, que requieren necesariamente la
capacidad de predecir los efectos que cualquier modificacién estructural tendria en la estabilidad
y funcién del sistema. Por todas estas razones, el desarrollo de métodos que posibiliten el cédlculo
de energfas libres en sistemas moleculares complejos a partir de sus coordenadas espaciales se ha
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convertido en una de las cuestiones centrales en el campo de la quimica computacional (Beveridge
& DiCapua, 1989; King, 1993; McCammon, 1991; Pohorille & Pratt, 1986; Reynolds et al., 1992;
Straatsma & McCammon, 1992; Straatsma et al., 1993; van Gunsteren et al., 1993).

III.1.2.-Clculo mecsnico-estadistico de magnitudes termodindmicas,

La meciénica estadistica proporciona la conexi6n entre la descripcién microsc6pica de un
sistema en términos de las coordenadas espaciales y temporales de sus componentes y las distintas
funciones termodindmicas, de cardcter macroscépico. Una vez conocido el hamiltoniano del
sistema, H(p, r), que proporciona la descripcién de las interacciones entre sus particulas en funcién
de sus coordenadas generalizadas (r) y momentos conjugados (p), es posible, mediante la
determinacién de las probabilidades de cada uno de los estados accesibles al sistema y de la
funci6n de particién (Z), calcular cualquiera de las magnitudes termodindmicas caracteristicas.

De este modo, la energfa interna (E[N,V,T]), la entropfa (S[N,V,T]), o la energfa libre de
Helmbholtz (F[N,V,T]) de un sistema cualquiera pueden obtenerse de acuerdo con las siguientes
expresiones:

exp[—-H(p,1) /k; T]
Z

EN,V,T) = ”H(P,r){ }dpdr= <H(p,n)>

(IIL.1)

—H(p,1)/k, T] dp dr
F(N,V,T)=—kBTln{”exP[ ®.0) 'k, T dp }z

h*™N!
= +kzTIn<exp[+H(p,r) /k; T]> (111.2)
OF [ [ H(p,1) exp[ - H(p,1) /k; T] dp dr
S N, V’ = —— =k;InZ + =
T h* NI ZT
o RS H(}I’:r)> — kg In<exp[+H(p,r) /ky T]> (L3)

en las que kp representa la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, h la constante de
Planck, N el nimero de particulas, V el volumen del sistema, y Z la funcién de particién definida

como:

| [ exp[ —H(p,r)/k; T] dp dr
h*NN!

ZN, V,T) =

(IIL.4)

La energia libre de Gibbs puede obtenerse de acuerdo con la siguiente expresién, que se

250000006000 Cda0Go00c00Gcd_EAARAGAASESSSCAGCOASSGANaAACaAaAARRARS



0000000030200 0200000000000000C0C0CFBOCCROGOIOSOIRIOTIPOOSOTSOSOROIOIOOINORPOPIOIGSOTETRTYS

Parametrizacion Estructural de la energética de plegamiento de proteinas 93

distingue de la correspondiente a la energfa libre de Helmholtz por la presencia del término
adicional PV en el Hamiltoniano y la necesidad de integracién sobre todo el volumen accesible al
sistema:

[ [ [exp [-H(p,r) + PV]/k,T] dp drdV
h* Nt

G(N, T,P) = —k;Tln
(II1.5)

El célculo mecdnico estadistico de las distintas magnitudes termodindmicas requiere, por
tanto, la evaluacion de las integrales sobre todo el espacio de fase y, por tanto, el conocimiento de
los niveles energéticos del sistema; es decir, del valor del Hamiltoniano en cualquier punto del
espacio conformacional accesible a éste. La aplicacién de esta metodologfa al estudio de sistemas
moleculares complejos, como disoluciones de biopolimeros, presenta, por lo tanto, dos dificultades
fundamentales: la determinacién de la expresi6n analitica del Hamiltoniano y el muestreo del
espacio configuracional accesible al sistema. '

II1.1.2.1.- Muestreo configuracional.

Este iltimo problema se ha abordado frecuentemente mediante el empleo de técnicas
computacionales que facilitan la exploracién del espacio configuracional, siendo las simulaciones
de dindmica molecular y Monte Carlo los métodos m4s ampliamente utilizados (Siepmann, 1993;
Straatsma & McCammon, 1992). El método de Monte Carlo se basa en la generacién de una
amplia distribucién conformacional, en la que cada conformacién se pondera de acuerdo con su
correspondiente exponente de Boltzmann, y a partir de la cual es posible determinar los valores
medios de aquellas propiedades del sistema dependientes exclusivamente de las coordenadas. Las
técnicas de dindmica molecular, por otra parte, consisten en la evaluacién de las magnitudes
promedio mediante el estudio de la evolucién del sistema a lo largo de un cierto periodo de
tiempo, por lo que este tratamiento es dnicamente adecuado para sistemas erg6dicos y tiempos de
simulacién suficientemente prolongados (Berendsen, 1991).

En ambos casos, el muestreo del espacio de fase se realiza proporcionalmente a los
exponentes de Boltzmann de cada conformacién, por lo que la bisqueda conformacional se lleva
a cabo preferentemente en las regiones de baja energfa. De este modo, mientras que el cdlculo de
los valores medios de las propiedades del sistema como la entalpfa (en las que las principales
contribuciones provienen de las conformaciones cercanas a los minimos energéticos) constituye
un proceso asequible, la determinacién de las magnitudes termodindmicas de naturaleza
estadfstica, como la entropfa o las energfas libres de Gibbs y Helmholtz, presentan grandes
dificultades. En estos casos, y como se puede apreciar en las ecuaciones IIL.2 y IIL.3, cualquier
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region del espacio configuracional contribuye a la determinacién del valor de estas magnitudes, 1o
cual imposibilita, dada la dificultad de muestreo de las regiones de alta energia, l1a determinaci6n
de sus valores absolutos a partir de cualquier simulacién finita (Beveridge & DiCapua, 1989;
King, 1993; van Gunsteren et al., 1993).

II1.1.2.2.-Funciones de energia potencial.

En principio, 1a resolucién de la ecuacién de Schroedinger independiente del tiempo
proporcionaria la informacién necesaria para la descripcién del sistema en términos de sus niveles
energéticos. En la préctica, sin embargo, el estudio de sistemas complejos, como son las
macromoléculas biol6gicas, requiere un enfoque diferente ya que, en este caso, ademds de no
existir una solucién exacta de la ecuacién de Schroedinger, los cdlculos mecanocu4nticos
aproximados de las superficies potenciales son asfmismo inasequibles. Se requiere, por tanto, el
empleo de funciones potenciales empiricas, que representen de forma simplificada las
interacciones entre las particulas del sistema (Comell et al., 1991; Gelin, 1993).

Como consecuencia, la capacidad del hamiltoniano utilizado para reproducir las
caracteristicas de la funcién de energfa potencial “real” es un factor determinante de la exactitud
con que puede llevarse a cabo el célculo de las distintas magnitudes termodindmicas. En el caso
de la energia libre y de la entropia esta dependencia es ain m4s significativa, dado que, como se
ha descrito en el apartado anterior, su célculo requiere a su vez el muestreo, ponderado mediante
los exponentes de Boltzmann, del espacio configuracional accesible al sistema.

La aproximacién de Born-Oppenheimer, que permite la separacién de los movimientos
electrénicos y nucleares, constituye el fundamento de la funciones potenciales empiricas. De esta
forma, dado que cualquier modificacién en las posiciones de los nicleos atémicos se supone
acompariada por la reorganizacién instantdnea de los electrones, la energfa molecular puede
calcularse como funcién de las coordenadas nucleares. Como consecuencia, la energfa potencial
media de los distintos estados electr6nicos correspondientes a una configuracién nuclear
cualquiera se puede representar mediante una funcién potencial, obtenida generalmente a partir
de la parametrizacion de resultados experimentales y cdlculos mecanocudnticos llevados a cabo
con pequefias moléculas modelo.

En general, las funciones potenciales empiricas m4ds ampliamente utilizadas constan de
diversos términos que describen las contribuciones de las interacciones covalentes y no covalentes
a la energfa del sistema, generalmente en funcion de ciertas coordenadas internas caracteristicas.
Aunque, en general, las distintas funciones potenciales proporcionan una descripcién adecuada de
las contribuciones covalentes a la energia de un sistema molecular determinado, el tratamiento de
las interacciones no covalentes presenta enormes dificultades. Esto se traduce en la existencia de
grandes limitaciones en cuanto a la aplicabilidad de estas funciones al estudio de macromoléculas
biolégicas, cuyas estructuras tridimensionales, funciones, y propiedades dindmicas se encuentran
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fundamentalmente determinadas por las interacciones no covalentes, establecidas tanto intra como
intermolecularmente, y entre las que son particularmente importantes aquéllas en las que
intervienen las moléculas de disolvente. La dificultad de incorporacién de estas interacciones al
potencial radica fundamentalmente en la ausencia de un modelo adecuado para la descripcién del
disolvente, que permitiera la reproduccién de sus propiedades m4s relevantes, por un lado, y en
los enormes requerimientos computacionales que conlleva la realizacién de simulaciones en las

que se incorporen sus moléculas explicitamente por otro.

III.1.3.-Aproximaciones semiempiricas al cdlculo de energias libres.

Aunque las interacciones covalentes constituyen, en términos absolutos, una importante
contribucion a la energia total del sistema, los procesos de interés en el estudio de macromoléculas
biol6gicas, como son el plegamiento de protefnas o sus interacciones con otras macromoléculas y
ligandos, no implican generalmente modificaciones relevantes en la estructura covalente del
sistema. Por el contrario, estos procesos estdn controlados fundamentalmente por la diferencia en
el establecimiento de interacciones no covalentes entre los diferentes estados. Ademds, puesto que
la mayorfa de dichos procesos se desarrollan en disolucién, la interacciones establecidas entre la
macromolécula y el disolvente originan contribuciones decisivas en la determinacién de las
distintas magnitudes termodindmicas.

Asf, aunque, teéricamente, la aplicacién del tratamiento mecénico estadistico a cualquier
sistema macromolecular permitirfa su descripcion termodindmica completa, la extrema dificultad
que presenta el cdlculo detallado de las interacciones no covalentes, en especial las establecidas
con el disolvente, ha inducido el desarrollo de numerosos anélisis fenomenolégicos con el fin de
describir energéticamente los procesos de plegamiento de proteinas asi como de sus interacciones

con ligandos u otras macromoléculas biolégicas en términos estructurales.

I11.1.3.1.-Ciclos termodindmicos cldsicos.

El uso de ciclos termodindmicos en los que se representa el proceso bajo estudio mediante
una serie de etapas independientes, como el que se muestra en la figura III.1 para el caso concreto
del plegamiento de una proteina, ha constituido uno de los enfoques cldsicos para abordar, en la
prictica, el cdlculo de magnitudes termodindmicas a partir de datos estructurales (Makhatadze &
Privalov, 1993a; Makhatadze & Privalov, 1993b; Oobatake & Ooi, 1992). En este ciclo, las etapas
horizontales representan el proceso de plegamiento/desplegamiento de la protefna en el vacfo
(parte superior de la figura) y en disolucién (parte inferior), mientras que las etapas verticales a
derecha e izquierda representan, respectivamente, la hidratacion del estado nativo y del
desnaturalizado.

En estos ciclos, dada la imposibilidad de medir directamente las energfas de solvatacién de
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solutos del tamafio de las macromoléculas biol6gicas (Ben-Naim, 1994), la tnica etapa accesible
experimentalmente es la correspondiente al proceso en disolucién (etapa 4 en la figura

Figura III.1: Ciclo termodindmico cldsico representativo del proceso de
plegamiento/desplegamiento de proteinas. La etapa 4 representa la reaccion de plegamiento en
disolucién acuosa, las etapas 1y 3 los procesos de hidratacion/deshidratacion de la proteina

plegada y desplegada respectivamente, y la etapa 2 la reaccion de desplegamiento en vacio.

II1.1). Los pardmetros energéticos correspondientes a la etapa 2, que representa la ruptura de
interacciones internas en el vacio, pueden obtenerse, como ya se ha discutido en las secciones
anteriores a partir de cédlculos de mecénica molecular utilizando una funcién potencial adecuada y
asignando un valor de 1 a la constante dieléctrica del medio (Lazaridis et al., 1995). Asfmismo,
también se ha intentado su estimacién sustrayendo a los resultados obtenidos experimentalmente
para una magnitud termodindmica determinada los efectos de hidratacién calculados a partir de
compuestos modelo (Makhatadze & Privalov, 1993a; Makhatadze & Privalov, 1993b; Makhatadze
& Privalov, 1995).

II1.1.3.1.1.-Hidratacién: Hipétesis de aditividad de grupos.
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Dada la imposibilidad de medir directamente las energfas de solvatacién de
macromoléculas biol6gicas y, en concreto, de protefnas, se ha recurrido con frecuencia a la
expresién de la energia libre de hidratacién de la molécula en términos de las energias de sus
componentes individuales (Ben-Naim, 1994), estimados a partir de estudios experimentales de
transferencia de compuestos modelo a la disolucién acuosa. Este procedimiento implica la
suposicién de un comportamiento aditivo o superposicién lineal de las contribuciones de cada
uno de los distintos grupos constituyentes de la macromolécula. De este modo, 1a contribucién de
cada grupo funcional a la magnitud termodindmica de interés debe ser homogénea en toda la
macromolécula y equivalente a la observada en los compuestos modelo.

Con el fin de simular el proceso de transferencia de las cadenas laterales de los distintos
amino4cidos, especialmente las de caricter hidrofébico, desde el interior de la proteina a su
superficie, se han realizado numerosos estudios experimentales de procesos de transferencia de
compuestos modelo, desde una fase inicial de naturaleza variada (vacio o fase gaseosa (Wolfenden
et al., 1981), disolvente orgdnico (Fauchére & Pliska, 1983; Kauzmann, 1959; Nozaki & Tanford,
1971; Tanford, 1962), o aminodcidos cristalinos) hasta el medio acuoso. La eleccién del medio de
origen que represente con mayor fidelidad las condiciones en que las cadenas laterales se
encuentran en el interior de la protefna, junto con la hipétesis de aditividad, constituyen los

principales obstdculos para la interpretacion de los resultados obtenidos con estos procedimientos.

II1.1.3.1.2.-Estimacién de las contribuciones a la hidratacién a través de accesibilidad

al disolvente.

La relacién lineal observada entre las energfas libres de solvatacién procedentes de estos
estudios de transferencia de compuestos modelo y sus superficies accesibles al disolvente han
permitido, mediante la estimacién de los coeficientes de proporcionalidad obtenidos a partir del
ajuste de los datos experimentales, 1a prediccion de energias libre e incluso entalpias y entropias de
solvatacién de pequefios compuestos apolares. De este modo, utilizando estos coeficientes, y
adoptando la hip6tesis de aditividad, se recurre a la estimacién de las magnitudes termodindmicas
correspondientes a las etapas de hidratacién en el ciclo termodindmico descrito en la figura IIL.1.
Para ello, s6lo serfa necesario calcular los cambios en 4rea accesible al disolvente que
experimentan 1os grupos de 1a proteina como consecuencia del proceso bajo estudio.

Las dos contribuciones de mayor importancia en los procesos de solvatacién de
macromoléculas biol6gicas son las interacciones de van der Waals, que favorecen el
empaquetamiento de las moléculas de agua alrededor de su superficie, y el efecto hidrof6bico, de
naturaleza fundamentalmente entrpica, que se refleja en la tendencia de los grupos apolares a
minimizar su contacto con el disolvente con el fin de optimizar su interaccién con éste. De este
modo, algunos modelos incluyen ambos efectos en el potencial mediante 1la definicién de una

energia superficial, proporcional al 4rea accesible al disolvente. Como consecuencia, una vez
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determinados los pardmetros de proporcionalidad (generalmente a partir de datos experimentales
de transferencia de compuestos modelo desde el vacfo a la fase acuosa), el cdlculo del 4rea
accesible de cada grupo o 4tomo en la macromolécula permite estimar estas contribuciones de
corto alcance a la solvatacién (Sharp, 1993; van Gunsteren et al., 1994).

Aspectos como el nimero y tipo de 4tomos considerados en el cédlculo de las
accesibilidades, la definicién analitica de las 4reas, el tipo de funcién potencial a la que se
encuentran asociados, asf como la naturaleza de las moléculas y la procedencia de los datos
experimentales utilizados durante el proceso de parametrizacién, contribuyen a la amplia variedad
de métodos para el cdlculo de energfas de hidratacion existentes en la actualidad (van Gunsteren et
al., 1994). Las parametrizaciones a nivel atémico desarrolladas por Eisenberg y McLachlan
(Eisenberg & McLachlan, 1986) a partir de datos de transferencia entre agua y octanol, y la
desarrollada posteriormente por Wesson y Eisenberg (Wesson & Eisenberg, 1992) a partir de
datos de transferencia desde la fase gaseosa destacan entre los méds ampliamente utilizados.

Resulta evidente que el estado de referencia considerado en cada caso tiene grandes
implicaciones en el significado de los resultados obtehidos para las energias de solvatacién. En el
caso de utilizarse datos de transferencia entre la fase gaseosa y el medio acuoso para la
determinacién de los pardmetros de proporcionalidad, se obtienen valores que contienen
exclusivamente las contribuciones correspondientes a la hidratacién, por lo que es necesario
incluir en la funcién potencial algin término adicional que permita considerar las contribuciones
procedentes de las interacciones internas. Por el contrario, si se utilizan datos de transferencia de
compuestos modelo desde una fase de referencia liquida o sélida no es necesario considerar
dichos términos explicitamente, aunque, en estos casos, surge la controversia sobre el estado de

referencia que mejor reproduce las caracteristicas del interior de una proteina.

I11.1.3.1.3.-Problemas de estos enfoques.

Aunque el uso de los ciclos como el descrito en la figura III.1 para la evaluacién de los
pardmetros termodindmicos en disolucién es conceptualmente correcta, su evaluacién presenta
serios problemas, por lo que es dificil esperar que posean la precisién necesaria para la prediccién
de estabilidades o para su aplicacion al desarrollo de técnicas de disefio molecular.

a.-Fenémenos compensatorios entre magnitudes termodindmicas.

La existencia de fenémenos de compensacién entre las distintas contribuciones que
determinan las magnitudes finales de cada uno de los pardmetros termodindmicos constituye uno
de los principales inconvenientes de este tipo de enfoques. Asfi, la energfa libre de Gibbs se
encuentra determinada por los cambios entélpicos y entr6picos, que se oponen entre sf, de modo
que la diferencia entre ambos da lugar a cambios en energfa de Gibbs de mucha menor magnitud
que las contribuciones individuales. Dichos cambios en entalpfa y entropfa se encuentran a su vez
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determinados por otros términos que se compensan entre sf, de modo que la entalpia
correspondiente al establecimiento de interacciones internas posee signo contrario a la entalpia de
hidratacién, y la entropia relacionada con los cambios en la hidratacién se ve compensada por la
entropfa conformacional. Como resultado, los cambios globales en cada uno de los pardmetros
termodindmicos son, en general, de mucha menor magnitud que los correspondientes a sus
componentes individuales.

En el caso concreto de la entalpfa de desnaturalizacién de una proteina, por ejemplo, la
principal dificultad surge como consecuencia de la gran diferencia existente entre la magnitud de
la entalpfa de desnaturalizacién observada experimentalmente y las contribuciones entélpicas
correspondientes a la ruptura de interacciones no covalentes y a la hidratacién. Estas dos
contribuciones son de signos opuestos y alrededor de un orden de magnitud mayores que la
entalpfa total, por 1o que el menor error en la estimacién de cualquiera de ellas se veria
amplificado enormemente en la evaluacién de la entalpfa de desnaturalizacién. De acuerdo con el
andlisis realizado por Hilser y colaboradores (Hilser et al., 1996), con objeto de conseguir un
error de + 6% en la temperatura de desnaturalizacién, la entalpfa asociada al proceso debe
estimarse con un error menor del 2%, lo que implicarfa la prediccién de la entalpia de hidratacién

con menos de un 0.1% de error.

b.-Comportamiento no aditivo de las contribuciones individuales.

El segundo inconveniente que presentan estos métodos tiene su origen en la imposibilidad
de medir directamente la energética de transferencia de una protefna desde la fase gaseosa a la
disoluci6én acuosa. Volviendo al ejemplo de la entalpfa, la estimacién con exactitud de la entalpia
de hidratacién a partir de datos experimentales procedentes de estudios con compuestos modelo
es una tarea realmente dificil, si no imposible, si se consideran los errores experimentales que
conllevan los datos de compuestos modelo y el hecho de que estos sistemas s6lo representan
aproximadamente la situaci6n en el interior de las proteinas.

Conviene hacer notar que estos errores no incluyen las incertidumbres asociadas a la
extrapolacién de los resultados obtenidos con compuestos modelos a proteinas mediante la
suposicion de aditidividad en las contribuciones de los distintos grupos. En este sentido, la
aproximacién de aditividad, necesaria para estos andlisis, se ha cuestionado frecuentemente
(Cabani et al., 1981; Lazaridis et al., 1995). Para compuestos apolares, en los que las principales
interacciones entre sus componentes son de corto alcance y, por lo tanto, de cardcter muy local, la
suposicién de aditividad no parece ser demasiado dréstica. Sin embargo, existen evidencias de que
esta hip6tesis falla cuando se aplica a moléculas que contienen varios grupos polares, entre los que
es establecen interacciones de largo alcance (Cabani et al., 1981; Lazaridis et al., 1995;
Wolfenden, 1983). Por lo tanto, en sistemas macromoleculares que contengan numeros grupos
polares préximos entre sf (como es el caso de las protefnas y, mds concretamente, de su esqueleto
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peptidico) es de esperar desviaciones significativas de las reglas de aditividad.

II1.2.-PARAMETRIZACION ESTRUCTURAL DE LA ENERGETICA DE PLEGAMIENTO
DE PROTEINAS Y UNION DE LIGANDOS.

IIL.2.1.-Caracteristicas generales.

II1.2.1.1.-Parametrizacién independiente de las distintas magnitudes termodinidmicas.

Aunque la energfa libre de Gibbs es claramente la magnitud de mayor interés, la
determinacién experimental, asf como la prediccién estructural, de las demds magnitudes
termodindmicas permite el acceso a informacién complementaria de gran importancia para el
disefio molecular. El estudio termodindmico de las interacciones entre una proteina y sus ligandos
proporciona, no s6lo el valor de la energfa de Gibbs (AG), sino los cambios en entalpfa (AH),
entropfa (AS) y capacidad calorifica a presién constante (AC;) asociados a la unién entre ambos.
Por lo tanto, ademds de ser responsables de la dependencia con la temperatura de las constantes de
afinidad, los cambios en entalpfa, entropfa, y capacidad calorifica reflejan el balance existente entre
las distintas fuerzas moleculares que contribuyen a la determinacién de la energia libre de Gibbs
correspondiente al proceso de unién. De este modo, la comparacién de los valores predichos a
partir de un andlisis termodindmico estructural para estas cuatro magnitudes termodindmicas (AG,
AH, AS y ACp) con los obtenidos experimentalmente permite determinar si los cdlculos
realizados captan correctamente la naturaleza y magnitud de las fuerzas implicadas en el proceso

de plegamiento o de asociacién entre moléculas.

I11.2.1.2.-Parametrizacion basada en datos termodindmicos de proteinas.

Numerosos autores han considerado el uso de datos experimentales de pequefios
compuestos modelo como una posible solucién cuantitativa al problema del plegamiento de
protefnas y de sus interacciones con diversos ligandos. Como se ha expuesto anteriormente, segin
este planteamiento, la simple adicién de los pardmetros termodindmicos correspondientes a
grupos quimicos especificos en moléculas orgénicas de pequefio tamafio permitirfa estimar
cuantitativamente la energética de los procesos en que intervienen proteinas. Sin embargo, estos
procedimientos han sido objeto de fuertes controversias, centradas fundamentalmente en la
validez de 1a hip6tesis de aditividad de las distintas contribuciones, asf como en la naturaleza del
interior de la proteina.

La parametrizacién aquf descrita, y utilizada a lo largo de este trabajo, tiene su
fundamento en la idea de que el comportamiento de las distintas macromoléculas biolégicas, y, en
concreto, de las protefnas, no puede racionalizarse a partir de la suma de las interacciones de
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grupos individuales en pequefias moléculas orgédnicas, de naturaleza muy diferente a los sistemas
en que estamos interesados. De este modo, y como se ha comentado anteriormente, aunque
algunas contribuciones, como es el caso de los efectos asociados a la hidratacién de grupos
apolares o los cambios en capacidad calorifica, se ajustan aparentemente a las reglas de aditividad,
otras, sin embargo, no presentan un comportamiento aditivo. Estas desviaciones de la aditividad
son especialmente notables en el caso de la hidratacién de grupos polares, de las interacciones
intramoleculares, o de los cambios en entropfa (Cabani et al., 1981; D'Aquino et al., 1996;
Lazaridis et al., 1995).

Por lo tanto, se considera que la utilizacién de datos experimentales obtenidos
directamente con protefnas o péptidos para el establecimiento de las correlaciones
energia/estructura constituye una aproximaciéon m4s adecuada al problema de la predicci6n
cuantitativa de la energética de estos sistemas. De este modo, aunque estas correlaciones no
proporcionen una explicacion de los origenes y naturaleza de cada una de las contribuciones, son
una herramienta de gran utilidad que posibilita la prediccién de forma precisa de la energética de
protefnas a partir de datos estructurales.

II1.2.1.3.-La parametrizacién utilizada representa un enfoque fenomenolégico.

En principio, el desarrollo de una metodologfa que permita la prediccion de estabilidades
o afinidades de unién, asi como el desarrollo de estrategias de disefio molecular, no requiere
necesariamente el conocimiento de las dltimas causas de cada una de las fuerzas implicadas en el
proceso. Por el contrario, para poder realizar estas tareas es suficiente con disponer de la
capacidad para predecir con precision los pardmetros termodindmicos asociados al proceso de
plegamiento o a las interacciones con ligandos.

La metodologia utilizada en este trabajo, desarrollada durante los dltimos afios en el
laboratorio del Dr. Freire, estd basada en un juego de ecuaciones empiricas que permiten
relacionar los pardmetros termodindmicos de un proceso determinado con las caracteristicas
estructurales del sistema, expresadas como un juego de coordenadas atémicas. Estas ecuaciones se
han obtenido a partir del andlisis estadistico de la base de datos termodindmicos de sistemas para
los cuales se dispone de informaci6n estructural de alta resolucién. Como se demostrard a
continuacién, estas ecuaciones paramétricas captan la magnitud de los distintos términos
energéticos, sin considerar las contribuciones de las distintas fuerzas elementales de forma

explicita.

IIL.2.2.- Energia libre de Gibbs,

I11.2.2.1.-Particiéon general de la energia libre de Gibbs.

El objetivo fundamental de la parametrizacién estructural de la energética, descrita en este
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capftulo, es la prediccién de los cambios en energfa libre de Gibbs asociados a procesos en los que
intervienen protefnas (ya sean procesos de plegamiento/desplegamiento, unién de ligandos a
enzimas, o interacciones protefna/proteina) a partir de consideraciones estructurales. Para ello es
necesario, ademds de disponer de informacion estructural de alta resolucién para el sistema en
cuestién, recurrir a las expresiones termodindmicas bdsicas que relacionan los distintos
componentes de 1a energfa libre de Gibbs.

La energfa de Gibbs asociada a un proceso determinado puede expresarse como suma de
diferentes contribuciones, de modo que existen diversas posibilidades de particién que pueden
diferir entre sf en cuanto al nimero y naturaleza de los términos considerados. En general, la
particién adoptada debe venir determinada, principalmente, por la exactitud con que las distintas
contribuciones puedan expresarse y determinarse a partir de pardmetros estructurales.

De este modo, 1a descomposicién m4s general de 1a energfa de Gibbs es:

AG = AG,,, + AG,,, + AG,,, + AG,,,, (IIL6)

donde AG,,, contiene las contribuciones asociadas a la formaci6n de las estructuras secundaria y
terciaria, es decir, interacciones de van der Waals, enlaces de hidrégeno, hidratacién y entropfa
conformacional. El segundo término, AG, , hace referencia a los efectos electrostéticos y de

ion’

ionizacién, mientras que AG incluye la contribucién originada por la pérdida de grados de

trans
libertad translacionales como consecuencia de las asociaciones intermoleculares. El iltimo

término, AG normalmente incorpora otras contribuciones, caracteristicas de cada sistema

otros’
especifico, que deben ser consideradas individualmente.

Algunos de estos términos, como es el caso de los efectos de ionizaci6én o las
contribuciones translacionales, se calculan con mayor facilidad y exactitud en términos de energia
libre, mientras que, para llevar a cabo la estimacion de las contribuciones genéricas, es conveniente

la considerar individualmente sus componentes entdlpicos y entrépicos.

I11.2.2.2.-Energia de Gibbs genérica.

La denominada energia libre de Gibbs genérica contiene el grueso de las contribuciones
relacionadas con los fenémenos estructurales y de hidratacion. En este caso, el célculo se lleva a
cabo mediante la estimacion individual de sus componentes entélpicos y entr6picos en términos
de pardmetros estructurales, como pueden ser los cambios en 4reas polares y apolares accesibles al
disolvente (AASA, y AASA,;) asociados al proceso en cuestién, o la densidad de
empaquetamento de la estructura proteica, determinada por la distribucién de las distancias
interatémicas entre los distintos tipos de 4tomos.

La energfa libre genérica queda completamente especificada a cualquier temperatura, una
vez determinados los cambios en entalpfa (AH), entropfa (AS) y capacidad calorifica (ACp) a una
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temperatura de referencia (Tg):

AG (T) = AH(T) — T+ AS(T) (I11.7)

T
A H(T) = AH(TR) + jACp - dT
Ty (I111.8)

T
AS(T) = AS(Tg) + [ ACp - dInT
Te (111.9)

De acuerdo con estas ecuaciones, y debido a la dependencia de los cambios en entalpia y
entropfa con la temperatura, éstos deben evaluarse a una temperatura de referencia y
posteriormente extrapolarse a la temperatura deseada mediante el cambio en capacidad calorifica.

La eleccién de dichas temperaturas de referencia es fundamentalmente una cuestién de
conveniencia, de modo que las temperaturas escogidas representan normalmente condiciones en
las que, o bien la adquisicién de datos experimentales es especialmente sencilla y precisa, 0 bien
alguna de las propiedades termodindmicas presenta un comportamiento excepcional. Asf, por
ejemplo, para la evaluacion de los cambios en entalpia, parametrizados fundamentalmente a partir
de datos de desnaturalizacion de proteinas, se ha elegido como temperatura de referencia la
correspondiente a la mediana del conjunto de temperaturas de desnaturalizacién, obtenidas
experimentalmente para las protefnas de la base de datos. De este modo, el uso de esta temperatura
(60 °C) minimiza los errores experimentales procedentes de las extrapolaciones a temperaturas
muy lejanas de la de transicién. En el caso de la entropfa, por el contrario, las temperaturas de
referencia (62 °C y 112 °C) representan los puntos en los que las entropias de hidratacién son
nulas, facilitando, por tanto, la evaluacién de las distintas contribuciones, conformacionales y de

hidratacién, al cambio entrépico total.

111.2.2.3.-Célculo de las dreas accesibles al disolvente.

La parametrizacién de las contribuciones genéricas a las distintas funciones
termodindmicas se establece en términos de distintos pardmetros estructurales, entre los que se
cuentan los cambios en 4reas polares y apolares accesibles al disolvente asociados al proceso de
desplegamiento de las protefnas o a 1a unién de sus ligandos. Es, por tanto, necesario estimar estas
dreas en los distintos estados implicados en dichos procesos; es decir, en los estados nativo y
desnaturalizado, en el primer caso, y en el complejo y la protefna y el ligando libres, en el

segundo.

I11.2.2.3.1.-Algoritmo de Lee y Richards.



104 METODOLOGIAS DE CALCULO DE ENERGIA LIBRE

Los valores de 4reas polares y apolares accesibles al disolvente (para una definicién
detallada del drea accesible al disolvente, asf como de los distintos algoritmos disponibles para su
determinacién ver Apéndice A.1) se obtienen mediante la aplicacién del algoritmo de Lee y
Richards (Lee & Richards, 1971) a las estructuras tridimensionales de alta resolucién de cada una
de los sistemas. El algoritmo utilizado consiste en la generacién de secciones bidimensionales a 1o
largo de uno de los ejes principales de la molécula, representada como un conjunto de esferas de
radio equivalente a la suma de los radios de van der Waals de cada 4tomo y el radio asignado el
disolvente o esfera sonda. De este modo, 1a superficie accesible se obtiene mediante 1a suma de los
productos de los perimetros, definidos por la interseccién entre los planos de corte y la molécula,
por el espaciado entre los planos de corte.

Por tanto, una vez especificados los valores de los radios de van der Waals para cada tipo
de 4dtomo, el espesor de corte transversal y el radio de la esfera sonda que representa la molécula
del disolvente, es posible obtener, a partir de las coordenadas at6micas, el 4rea accesible al
disolvente para cada uno de los 4tomos de la molécula. Las accesibilidades debe ser
posteriormente clasificadas de acuerdo con su naturaleza. En nuestro caso, se han definido tres
tipos atémicos, de modo que cualquier dtomo de carbono se considera apolar, y los demés
polares, con la excepcién de los oxfgenos pertenecientes a los grupos hidroxilo de los
aminoécidos Ser y Thr, cuyas 4reas se clasifican en una categoria especial (ver seccién I11.2.3.3.2
para més detalles).

La exactitud del algoritmo depende, 16gicamente, del valor escogido para el espaciado
entre los planos de corte, y alcanza un valor lfmite conforme se disminuye la separacién entre
ellos. De este modo, se ha sugerido el empleo de espesores de corte transversal comprendidos
entre 0.25 y 0.5 A como valores 6ptimos, ya que representan un compromiso entre la exactitud
numérica y el tiempo de computacién (Richards, 1985).

Aunque inicialmente, tanto para el desarrollo de la parametrizacién como para sus
primeras aplicaciones, se hizo uso del programa ACCESS (Scott R. Pressnell, University of
California, San Francisco), en la actualidad los célculos de accesibilidades se llevan a cabo
mediante el empleo de una serie de librerfas C, desarrolladas recientemente en el grupo del Dr.
Freire (Hilser et al., 1997), y que facilitan la integracién del cdlculo del 4rea accesible en
proyectos de mayor envergadura. En todos los casos, los célculos se realizan adoptando un valor
para el radio del disolvente de 1.4 A y una espesor de corte transversal de 0.25 A, asi como el
juego de radios efectivos de van der Waals mostrados en la tabla III.1.

111.2.2.4.2.-Areas accesibles de conformaciones no estructuradas.

Dado que las distintas contribuciones genéricas a la energfa libre se expresan en términos
de los cambios en accesibilidad asociados al proceso bajo estudio, el cdlculo de las dreas polares y
apolares accesibles al disolvente, tanto en el estado inicial como final, constituye una etapa
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imprescindible. De este modo, por ejemplo, para la calcular la disminucién en la accesibilidad al
disolvente de un resto cualquiera en la protefna a consecuencia del proceso de desplegamiento

serfa necesario evaluar las 4reas tanto en el estado nativo como desnaturalizado.

Tabla I11.1: Radios de van der Waals utilizados para el cilculo de las superficies accesibles al disolvente
mediante el algoritmo de Lee y Richards.*

Y
N 1.65 CA 1.87 C 1.76 (0] 1.40
CB 1.70 CD 1.87 CD1 1.76 CDh2 1.76
CG 1.87 CG1 187 CG2 1.87
CE 1.87 CE1 1.76 CE2 1.76 CE3 1.76
CH2 1.76 CZ 1.87 CzZ2 1.6 CzZ3 1.76
ND 1.65 ND1 1.65 ND2 1.65
NE 1.65 NE1 1.65 NE2 1.65
NZ 1.65 NH1 1.65 NH2 1.65
oD 1.40 OD1 140 OD2 1.40 OT2 1.40
OE 1.40 OE1 140 OE2 140 OH2 140
oG 1.40 0G1 140 OT1 140
OXT 140 OH 1.40 SD 1.85 SG 1.85

P 1.90

* Lo nomenclatura utilizada para los distintos dtomos es la utilizada en los ficheros PDB para denominar los
atomos constituyentes de las distintas cadenas laterales.

No obstante, si bien la estimacién de la accesibilidad de la protefna nativa no requiere mas
que la aplicacién de alguno de los miltiples algoritmos disponibles al juego de coordenadas
atémicas, resultantes de estudios estructurales de alta resolucién (RMN o Difraccién de Rayos X),
la pobre definicién estructural del estado desnaturalizado imposibilita la aplicacién de este tipo de
procedimientos. Como consecuencia, es inevitable recurrir al establecimiento de algin modelo
molecular apropiado, que represente aproximadamente las caracteristicas estructurales de la
cadena polipeptidica desplegada, y permita estimar su accesibilidad (Creamer et al., 1995;
Creamer et al., 1997). Un problema similar se presenta cuando se pretende predecir la energética
de conformaciones parcialmente plegadas o la afinidad de unién de ligandos peptidicos, para lo
que se requiere la estimacién de las superficies correspondientes a cadenas polipeptidicas no
estructuradas.

Entre los modelos moleculares mds frecuentemente utilizados para este propdsito cabe
destacar, desde aminodcidos individuales bloqueados en los extremos (Sneddon & Tobias, 1992),
tripéptidos extendidos de secuencia Gly-X-Gly (Lesser & Rose, 1990; Miller et al., 1987; Rose et
al., 1985; Shrake & Rupley, 1973), o tripéptidos de secuencia Ala-X-Ala (Lee et al., 1994;
Zielenkiewicz & Saenger, 1992), hasta cadenas polipeptidicas de secuencia idéntica a la proteina
pero con las cadenas laterales y el esqueleto peptidico completamente extendidos (Livingstone et
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al., 1991).

Aunque todos ellos constituyen estados de referencia vélidos, que permiten la definicién
de las variaciones en accesibilidad con respecto al estado nativo de la protefna, ninguno
proporciona un buen modelo estructural del estado desplegado. Es de esperar que la presencia de
la cadena polipeptidica, de gran longitud y flexibilidad, asf como la posibilidad de establecimiento
de interacciones entre las cadenas laterales de los amino4cidos se traduzca en una disminucién de
la accesibilidad promedio de cada resto con respecto a su conformacién completamente extendida
(Creamer et al., 1995; Creamer et al., 1997; Zielenkiewicz & Saenger, 1992).

Inicialmente, para el desarrollo de la parametrizacién y sus primeras aplicaciones, se
escogi6 el juego complejo de tripéptidos extendidos de secuencia Ala-X-Ala como modelo
molecular del estado desplegado. La accesibilidad del estado desplegado de la proteina o el
ligando libre se obtenia mediante el producto del 4rea correspondiente a un aminodcido
determinado en el tripéptido (mostrados en la tabla IV.A.2) por el nimero de veces que éste
aparece en la secuencia. Aunque se halla muy extendida y ha sido adoptada por diferentes grupos
de investigacion, la utilizacion de estos tripéptidos como modelos moleculares, de acuerdo con lo
discutido en el pdrrafo anterior, conduce a la sobrestimacién de los cambios en 4reas accesibles al
disolvente, por lo que uno de los objetivos de esta tesis ha sido la obtencién de un nuevo juego de
valores, que refleje més adecuadamente las accesibilidades promedio de los distintos amino4cidos
en los estados no estructurados de la protefna. En la actualidad se utilizan estos valores de
accesibilidad, recogidos en la tabla IV.A.2 y cuya obtencién se describe en el capitulo IV.A, para
el célculo de las dreas accesibles al disolvente correspondientes a conformaciones no
estructuradas, como pueden ser el estado desplegado de una proteina o los ligandos peptidicos

libres en disolucién.

II1.2.2.4.-Base de datos empleada para la parametrizacion.

La base de datos de proteinas utilizada para llevar a cabo la parametrizacién estructural de
la energética consiste en un conjunto de sistemas que han sido adecuadamente caracterizados
desde un punto de vista energético, y para lo cuales se dispone de datos estructurales de alta
resolucién y que se enumeran a continuacién. Se muestran entre paréntesis las referencias
correspondientes al andlisis termodindmico experimental y entre corchetes del c6digo bajo el cual
se encuentra depositada la correspondiente estructura tridimensional en el Banco de Datos de
Protefnas (PDB): Citocromo C [5CYT] (Privalov & Khechinashvili, 1974), Anhidrasa Carbénica B
[2CAB] (Tatunashvili & Privalov, 1986), Quimotripsina [4CHA] (Tischenko et al., 1974), a
Lactoalbimina [1ALC] (Griko et al., 1994a), Lisozima de clara de huevo [1LYM] (Khechinashvili
et al., 1973), Mioglobina [IMBN] (Privalov et al., 1986), Nucleasa de estafilococo [1SNC] (Griko
et al., 1988), Papaina [9PAP] (Tiktopulo & Privalov, 1978), Parvalbimina [SCPV] (Filimonov et
al., 1978), Pepsinégeno [1PSG] (Mateo & Privalov, 1981), Ribonucleasa A [7RSA] (Privalov et al.,
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1973), y Tripsina [1TLD] (Tischenko & Gorodnov, 1979).

II1.2.3.-Contribuciones genéricas a la energia de Gibbs,

II1.2.3.1.-Entalpia.
II1.2.3.1.1.-Consideraciones generales.

En ausencia de contribuciones procedentes de efectos de protonacién o ionizacion
acoplados al proceso de plegamiento o a la unién de ligandos y otros efectos especificos, los
cambios de entalpfa asociados a estos procesos se originan fundamentalmente a consecuencia de
la ruptura de interacciones internas de naturaleza no covalente (como interacciones de van der
Waals, enlaces de hidrégeno o interacciones electrostéticas), y de los efectos de hidratacién de
grupos, inicialmente ocultos en el interior de la protefna plegada o en el complejo y que, tras el
proceso de desplegamiento o disociacion, pasan a estar en contacto con el disolvente.

Con anterioridad, y desde un punto de vista completamente fenomenol6gico, se observé la
existencia de una relacién de proporcionalidad entre los cambios en entalpias y capacidades
calorificas correspondientes al proceso de desplegamiento de proteinas y los cambios en las 4dreas
polares y apolares accesibles al disolvente que dicho proceso implica (Gémez & Freire, 1995;
Livingstone et al., 1991; Murphy et al., 1992; Ooi & Oobatake, 1991; Xie & Freire, 1994b).
Como consecuencia, una vez corregidos los efectos de protonacion, el cambio de entalpfa a una
temperatura de referencia determinada puede predecirse con exactitud mediante el uso de una

ecuacion simple del tipo:

AH(Ty) =a-AASA, + b - AASA (I11.10)

donde las constantes a y b son funcién del grado de empaquetamiento de la protefna, como se
verd més adelante.

A pesar de que, en un principio, puedar resultar sorprendente el que una expresion tan
simple como la anterior haya demostrado poseer un mayor poder predictivo que otros enfoques
m4s sofisticados, son varias las razones que permiten justificar el éxito de esta metodologia. En
primer lugar, conviene hacer incapié en el hecho de que este procedimiento no requiere el célculo
independiente de los términos de hidratacién y los correspondientes a la ruptura de interacciones
internas. Por el contrario 1a ecuacion III.10 es el resultado de un andlisis estadistico de naturaleza
empirica, llevado a cabo sobre datos experimentales de entalpias de desplegamiento en disolucién
acuosa, por lo que no implica la substraccién de dos grandes cantidades con el propdsito de
estimar valores un orden de magnitud inferior.

En segundo lugar, la homogeneidad estructural existente entre las distintas proteinas, que

presentan composiciones atémicas, interacciones entre pares de 4dtomos y densidades de
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empaquetamiento muy similares, se ha postulado como la razén por la cual Unicamente dos
pardmetros (a y b) son suficientes para reproducir con precisién los datos experimentales. De este
modo, las contribuciones entdlpicas originadas por la ruptura de las interacciones internas son
proporcionales a los cambios en 4reas accesibles (Freire, 1995; Griko et al., 1995; Xie et al,,
1994), siendo los pardmetros de proporcionalidad, a y b, semejantes para todas las protefnas.

I11.2.3.1.2.-Parametrizacion inicial.

La parametrizacién original de la entalpfa en términos de 4reas polares y apolares
accesibles al disolvente se realizé utilizando como temperatura de referencia aquélla a la que la
contribucién apolar a la entalpfa es pricticamente nula (también denominada temperatura de
convergencia), Ty". El valor de Ty", cercano a 100 °C, se obtuvo a partir del andlisis de los datos
experimentales disponibles para el proceso de plegamiento/desplegamiento de proteinas (Murphy
& Gill, 1991).

De este modo, el cambio de entalpfa asociado al desplegamiento de una proteina o a la
unién de alguno de sus ligandos podria calcularse a cualquier temperatura de acuerdo con la

expresion:

AH (T) = AH™(Ty) + (AC; ,, + AC; ) (T — Ty) (IL11)
donde AH* (Ty") representa la contribuci6n polar a la temperatura de referencia Ty y ACpap Y
ACp pol SON las capacidades calorificas apolares y polares parametrizadas asimismo en funcién de
los cambios en accesibilidades (ver secci6n II1.2.3.3.).

El valor de AH*(Ty") se obtuvo mediante la parametrizacion, en términos de los cambios
en 4rea accesible polar, de los datos experimentales para las entalpfas de desplegamiento
previamente extrapolados a la temperatura de referencia. El valor obtenido para el pardmetro de
proporcionalidad es (35 £ 3) cal-(mol-A)-1, de modo que:

AH"(T) = (35+3) - AASA,,, (11L.12)

Estas ecuaciones permiten la estimacién de las entalpfas de desplegamiento de proteinas
con un error del 6 % a 60 °C, temperatura correspondiente a la mediana de las temperaturas de
desnaturalizacién (Murphy et al., 1992; Murphy & Freire, 1992).

II1.2.3.1.3.-Temperaturas de referencia.

Como se ha comentado en el apartado anterior, inicialmente se adopt6 como temperatura
de referencia para la entalpfa la denominada temperatura de convergencia, cercana a 100 °C, a la
cual, los valores de entalpfa normalizados por resto parecfan adoptar un valor constante para la
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mayoria de las proteinas globulares estudiadas hasta el momento. Esta temperatura corresponde,
asfmismo, a aquélla en que la entalpia de vaporizacién de hidrocarburos liquidos, asf como la de
disolucién de gases apolares, se hacen nulas (Murphy & Freire, 1992). La utilizacién de esta
temperatura de referencia, a la cual supuestamente las contribuciones apolares desaparecen,
permitiria la simplificacién de las ecuaciones y la reduccién del nimero de pardmetros ajustables.
No obstante, dado que no se dispone de medidas directas de AH(Ty"), este valor ha de calcularse
extrapolando los resultados experimentales, haciendo uso de la capacidad calorifica.

Con posterioridad, se consider6 que la eleccién como referencia de la temperatura
correspondiente a la mediana de las temperaturas de desnaturalizacién experimentales (60 °C)
consituirfa una mejor opcién. De este modo, mediante la utilizacién de esta temperatura de
referencia, es posible minimizar los errores procedentes de la extrapolacién a altas temperaturas,
que pueden llegar a ser significativos debido a la incertidumbre existente en la determinacién
experimental de la capacidad calorifica y a la posible dependencia de ésta con la temperatura
(Privalov & Makhatadze, 1993).

De este modo, las ecuaciones que relacionan los cambios en entalpfa a una temperatura

determinada con las variaciones en accesibilidad tienen la forma:

AH(T) = a(T) - AASA_ + b(T) - AASA (IIL13)

AH(T) =a(333.15) - AASA,, + b(333.15) - AASA , + ACp - (T- 333.15) =
AH(333.15) + ACp - (T - 333.15) (IIL.14)

donde los pardmetros a y b a la temperatura de 333.15 K (60 °C) adoptan los valores -8.44 y 31.4
cal-(mol-A2)1, respectivamente.

Estos nuevos pardmetros proporcionan una estimacién mds precisa de las entalpfas y
sugieren un menor valor, cercano a 79 °C para la temperatura a la que se desvanecen las
contribuciones apolares, similar a la temperatura de convergencia observada para dipéptidos
s6lidos (Murphy et al., 1992).

Bajo la mayoria de las condiciones, los valores de entalpia proporcionados por estas
ecuaciones constituyen més del 90% de los cambios entélpicos correspondientes al plegamiento
de protefnas, ya que los efectos asociados con protonaciones y otros efectos iénicos son
relativamente pequefios. A pesar de esto, es necesario considerar explicitamente otras
contribuciones adicionales, caracteristicas de cada sistema, como la unién de ligandos. Estas
contribuciones especificas son especialmente relevantes para aquellas transiciones que se producen
a bajas temperaturas, en las que las contribuciones genéricas, descritas por estas ecuaciones, son

muy pequeiias.

II1.2.3.1.4.-Parametrizacién actual: consideracién del grado de empaquetamiento.
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a.-Distribucion de distancias interatomicas en proteinas.

La similitud estructural entre las distintas protefnas, a 1a que se atribuye la existencia de
proporcionalidad entre los cambios en entalpfa y superficies accesibles, puede analizarse
considerando 1la distribucién de las distancias de separacién entre los distintos tipos de dtomos que
las constituyen. Con este fin, recientemente se ha llevado a cabo un anélisis de las distancias de
separacién correspondientes a cada tipo de par atémico (C-C, C-O, CO-C, CO-N, CO-O, O-N, 0-O,
y C-S) en las distintas protefnas (Hilser et al., 1996). Los autores calculan los valores medios de las
distancias interatémicas para cada par (<Ry_y>), bien considerando una distancia de corte (en
concreto 7 A y 8 A) o ponderando las distancias individuales de acuerdo con su energfa, de modo

que:
<Rxy>w = XR;; ' (E;;/E ) (IIL15)

donde R;; es la distancia de separacién entre un par de dtomos i y j, E;. es la energia

i
correpondiente a dicho par, y E,,,, es la energfa total para todos los pares delJ tipo x-y en la
proteina. Independientemente del criterio adoptado para la definicién de la distancia promedio,
los valores correspondientes a las distintas protefnas analizadas se encuentran muy agrupados,
mostrando muy pequefias dispersiones en torno a la media.

La pequeiia variacién observada entre las distancias de separacion medias para cada pareja
de dtomos en las distintas protefnas refleja la ausencia de grandes diferencias entre sus energias de
van der Waals promedio. De este modo, la energfa correspondiente a la ruptura de interacciones
internas serd esencialmente constante por unidad de 4rea de un tipo dado, por lo que puede
considerarse como una funcién dependiente exclusivamente de los cambios en las 4reas accesibles
al disolvente. Es decir, siempre que la distribucién de distancias de separacién sea similar entre las
distintas proteinas, los coeficientes de proporcionalidad, que relacionan los cambios en entalpfa
con las variaciones en accesibilidad, serdn también similares para todas ellas. De esta forma, las
entalpfas asociadas con la pérdida de estructura y la consecuente hidratacion de un A? de
superficie polar o apolar serdn equivalentes en todas las protefnas.

Cabe esperar desviaciones de este comportamiento, por lo tanto, en aquellos casos en que
la distribucién de distancias difiera del promedio; es decir, en aquellos sistemas en los que la
densidad de empaquetamiento se aleje del promedio observado para el estado nativo. Asfmismo,
es posible 1a aparicion de desviaciones cuando la distribucién estructural de los distintos tipos de
dtomos y contactos difiera del promedio.

De hecho, se ha observado que estos coeficientes, que permiten la estimacion precisa de
las entalpfas del estado nativo, sobreestiman el cambio en entalpfa asociado con el proceso de
desplegamiento correspondiente a conformaciones m4is relajadas, con menor densidad de
empaquetamiento (Xie et al., 1994). De este modo, las variaciones en la distribucién de las
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densidades de empaquetamiento y en la localizacién de los grupos polares y apolares entre las
distintas protefnas, pueden ser los responsables de la estabilizacién de ciertos estados parcialmente
plegados o de ciertas modificaciones del comportamiento cooperativo.

Asimismo es importante considerar la posible existencia de efectos de esta naturaleza a

nivel local, que pudieran ser de gran importancia para el desarrollo de procesos de disefio
molecular.

b.-Introduccién del grado de empaquetamiento.

Como se ha descrito los apartados anteriores, en ausencia de contribuciones especificas,
como la protonacién de ciertos grupos o la presencia de cofactores o iones metdlicos (efectos que
deben ser considerados individualmente), las entalpfas genéricas se encuentran determinadas
fundamentalmente por las interacciones intramoleculares y las contribuciones procedentes de los
fenémenos de hidratacién.

b.1.-Interacciones de van der Waals.

El cambio en entalpfa procedente de la ruptura de interacciones de van der Waals puede
describirse mediante un potencial de Lennard-Jones del tipo:

AH; = - Y (A/R}} + B/R})) (IIL16)

it

0 bien:

AH;; = - Y[A' - R,./R;)” + B R

itj

sanfBg)" | (IL17)

donde R, es la distancia correspondiente al minimo del potencial de Lennard Jones y que, al
igual que los coeficientes A’, B’, toma valores caracteriticos para cada tipo par atémico (C-C, C-O,
CO-C, CO-N, CO-0O, O-N, 0-0 Y C-S, en nuestro caso). Dado que, como se desprende de los
resultados del andlisis de la distribucién de distancias interatémicas en protefnas, la relacién
(Rpin/R; ) toma valores promedio entre 0.7 y 0.8 para todas las interacciones (Hilser et al., 1996),
el término repulsivo, correspondiente a la decimosegunda potencia del cociente entre las
distancias es despreciable, de modo que es posible simplificar la expresién para el cambio
entdlpico. De esta forma:

AH;; = - ¥B' * R, /R;)° (IIL.18)
i
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Considerando, para el cada tipo de par at6émico, la distancia promedio ponderada
energéticamente, <Ry y >, 1a expresion anterior se transforma en :

! 6 . 6
AH;; = Y By N - R, /<R>), = Y By N Ug qm)
pares atdmicos pares atémicos
donde N, representa el nimero de pares de un tipo determinado existentes en la molécula, y la
sumatoria se extiende a los diferentes tipos de pares atémicos considerados.

b.2.-Parametrizacion conjunta.

Hilser y colaboradores (Hilser et al., 1996) proponen la posibilidad de estimar el cambio
de entalpfa a partir de una ecuacién tnica, que englobe el efecto de la hidratacién y de la ruptura
de las interacciones no covalentes:

AH = Yo, AASA, + Y'B,- N, -U; (II1.20)
k k

donde oy, representan las contribuciones unitarias a la entalpfa de hidratacién por A? de superficie
expuesta.

Considerando que, como demuestran los autores, para las proteinas consideradas en la
base de datos el nimero de contactos polares, apolares y mixtos (establecidos entre dtomos
polares y apolares) perdidos en el proceso de desplegamiento es proporcional a los cambios en
dreas accesibles al disolvente polar, apolar y total, respectivamente, la entalpia de plegamiento de

una protefna puede parametrizarse de acuerdo con la ecuacién:

6 6
AH(60) = (o, + B,,- US) - AASA, + (0, + B,oi- US) - AASA

6
+ Bmix ) Umix ' AASAwml (II1.21)

donde los coeficientes o y B; representan los pardmetros efectivos que pueden obtenerse a partir
del andlisis estadistico de la base de datos de protefnas. Conviene hacer notar que el término
correspondiente a las interacciones mixtas no contiene la contribucién debida a la hidratacion
(pardmetro o) ya que ésta ha sido considerada en los términos polares y apolares.

Las funciones U (definidas como el cociente entre las distancias medias observadas en la
protefna y el radio correspondiente al minimo del potencial de Lennard Jones para cada tipo de
interaccién) se calculan utilizando los pardmetros publicados por Levitt (Levitt, 1974) y las
distancias correspondientes a los promedios ponderados energéticamente.

En la ecuaci6én II1.21 la funcién U,, es el promedio entre todas las funciones U
correspondientes a interacciones establecidas entre dtomos apolares, Upol entre 4tomos polares, y,
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por ultimo U_ .. entre 4tomos polares y apolares. Estas tltimas parecen ser interacciones de gran

mix
importancia en la determinacién del valor final de 1a entalpfa (Lazaridis et al., 1995).

Los valores de los distintos pardmetros, obtenidos mediante ajuste no lineal de los datos
procedentes del estudio experimental de protefnas, son: @, = -12.96; Bap =25.34; 0, = 24.38;
Bpot = 16.57; ¥ Bix = 16.42. Estos coeficientes no son méds que términos paramétricos que
contienen la distintas contribuciones promediadas sobre el colectivo de proteinas en la base de
datos y, como tales, no pueden relacionarse directamente con una interaccién especifica o un
proceso concreto, por 1o que deben ser tratados como simples pardmetros procedentes de ajustes
fenomenolégicos.

Dichos pardmetros dinicamente adoptardn valores similares a los resultantes del estudio de
pequefios compuestos modelo en aquellos casos en los que la contribucién de una interaccién
especifica a la entalpia presente un comportamiento aditivo. La comparacién de los valores
obtenidos para proteinas con los descritos para otras moléculas utilizadas frecuentemente como
modelos (Hilser et al., 1996), sugiere que, aunque las contribuciones apolares parecen cumplirlas
con bastante fidelidad, las de naturaleza polar muestran desviaciones significativas de las reglas de
aditividad (Cabani et al., 1981; Lazaridis et al., 1995).

Aunque el desarrollo de estas nuevas ecuaciones proporciona una mejora estadistica
significativa en cuanto a la capacidad para predecir las entalpfas, pasando de un error del 6% al
3%, su ventaja més interesante consiste en que proporcionan la posibilidad de analizar situaciones
muy variadas, desde hélices expuestas al disolvente, glébulos fundidos, y otros estados
parcialmente plegados, que presentan desviaciones en el grado de empaquetamiento con respecto
a las protefnas nativas. Estas nuevas ecuaciones introducen la proporcionalidad de la entalpfa con
la densidad de empaquetamiento a través del pardmetro estructural U, de modo que la entalpfa
serd mixima si U = 1 y minima (y esencialmente igual a la entalpia de hidratacién) si U = 0. Es
interesante hacer notar que, si las funciones U adoptan los valores correspondientes a las proteinas

nativas, la ecuacion III.21 se reduce a:

AH(60) = 31.4 - AASA | — 8.44 - AASA | (111.22)

expresion idéntica a la obtenida en el estadio anterior de la parametrizacion, en el que no se
consideran los efectos de empaquetamiento explicitamente. Esto parece confirmar la capacidad de
la ecuacién III.21 para reproducir las pequefias diferencias en las distancias de separacién
encontradas en protefnas.

II1.2.3.2.-Entropia.

II1.2.3.2.1.-Consideraciones generales.
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La parametrizacién efectiva de los cambios entrpicos asociados a procesos de
plegamiento y desplegamiento de protefnas o a la unién de sus ligandos requiere la separacién de
las contribuciones en dos términos: la entropfa conformacional y la entropfa asociada con los

cambios de hidratacién de los grupos polares y apolares de la molécula:

AS,..(T) = AS,,(T) + AS (I11.22)

La contribucién del disolvente, dependiente de la temperatura, tiene su origen
fundamentalmente en el efecto hidrof6bico y, en menor medida, en la hidratacion de grupos
polares. Por otra parte, la entropfa conformacional, que esencialmente es constante con la
temperatura, procede de las variaciones en el nimero de conformaciones accesibles del esqueleto
peptidico y de las cadenas laterales de la proteina y/o el ligando como consecuencia del
plegamiento o la asociacién. El plegamiento de una proteina, por ejemplo, conlleva una gran
disminucién en el nimero de grados de libertad, lo que se traduce en una gran contribucién
negativa al cambio en entr6pico total, que debe ser compensado por otras fuerzas estabilizadoras
como la deshidratacién de superficies hidrof6bicas o el establecimiento de interacciones internas.

La prediccién de estabilidades y afinidades de unién requiere una estimacion precisa de
los cambios en entropfa asociados al proceso bajo estudio, ya que pequefias variaciones en la
entropfa se traducen en grandes cambios en estabilidad o afinidad de uni6n. Para una proteina
globular tfpica, por ejemplo, un error del £5% en la estimacion de la entropfa tiene como resultado
un error de £15% en el célculo de la temperatura de desnaturalizacion.

111.2.3.2.2.-Entropia de hidratacion.

Las contribuciones entrépicas procedentes de los efectos de solvatacién pueden expresarse en
funcién de las capacidades calorificas, si se utilizan como referencia las temperaturas a las que las

entropfas de hidratacién polar y apolar son nulas. De este modo:

ASsolv('-[') = Assolv, apm + ASsolv. pol('r) = (I11.23)
=AC, In(T/Ts,,) + ACp o In(T/Tg ;)

donde ACp,, y ACp ;) Tepresentan las capacidades calorificas asociadas a los grupos apolares y
polares respectivamente, que se calculan, como se describird en la secci6n I11.2.3.3., a partir de las
4reas apolares y polares accesibles al disolvente.

Inicialmente, se adopté como referencia la denominada temperatura de convergencia para
la entropfa, cercana a 112 °C (Baldwin, 1986; Murphy & Freire, 1992; Murphy & Gill, 1990). A
esta temperatura, €l cambio en entropfa normalizado por nimero de restos adopta el mismo valor
para un determinado conjunto de proteinas globulares. Estas proteinas estdn caracterizadas
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estructuralmente por valores constantes, una vez normalizados por resto, de las superficies polares
protegidas del disolvente y valores variables de las 4reas apolares. El valor adoptado por T*S,ap es
invariable para todos los procesos que implican la transferencia de superficies apolares al medio
acuoso (Baldwin, 1986; Murphy et al., 1990). De acuerdo con estas consideraciones, el cédlculo de
la entropfa podria llevarse a cabo mediante la expresion:

AS(T) = AS* + (AC + ACp‘pol) - In (T/385.15) (I11.24)

P,ap
donde AS* es el cambio de entropfa residual evaluado a 112 °C, correspondiente a las
contribuciones conformacionales y a la entropfa de hidratacion polar residual a esta temperatura.
Estudios recientes han demostrado que las contribuciones entrépicas correspondientes a la
solvatacién de grupos polares son muy pequefias a temperatura ambiente, habiéndose propuesto
como referencia para el término polar una temperatura de 62 °C (D'Aquino et al., 1996), por lo
que actualmente la evaluacién de la contribuciones entrépicas relacionadas con el disolvente se

realiza de acuerdo con la ecuacién:

AS, ., (T) = AC,,, - In(T/385.15) + AC,,,, - In(T/335.15) —

P,ap

Asfmismo, es interesante hacer notar que, mientras la entropifa de solvatacién apolar parece
comportarse de forma aditiva, existen evidencias que indican que las contribuciones polares,
fundamentalmente procedentes de efectos electrostdticos y de protonacion, parecen depender del
nimero de grupos funcionales de naturaleza polar en la molécula y de su proximidad espacial
(Cabani et al., 1981).

I11.2.3.2.3.-Entropia conformacional.

La evaluacién de los cambios en entropfa conformacional, que reflejan la restriccién de
los grados de libertad rotacionales correspondientes a los 4ngulos de torsién de la macromolécula
y el ligando, han constituido el mayor obstéculo en el proceso de cédlculo de energias libres de
unién o de plegamiento. Como se ha descrito en el apartado anterior, los cambios en la entropia
de hidratacién pueden parametrizarse de forma efectiva como una funcién de los cambios en
dreas polares y apolares accesibles al disolvente a través de las capacidades calorificas (ver
ecuacién II1.25). Sin embargo, el cambio de entropfa conformacional no permite este tipo de

parametrizacién, por lo que debe ser estimado independientemente.

a.-Parametrizacion inicial

Dado que la entropia de solvatacién apolar es nula a la temperatura de referencia escogida
(T*g = 112 °C), la entropfa residual esta temperatura, una vez corregidos los efectos electrostéticos
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y de protonacion, refleja las contribuciones conformacionales y estadisticas a la entropia total. Una
vez normalizada por resto, esta magnitud representa la contribucién promedio de un amino4cido
a la entropfa, asf como las posibles restricciones en la entropfa del estado desnaturalizado asociadas
a la presencia de puentes disulfuro.

De este modo, a partir del andlisis de 1a base de datos de protefnas globulares se obtiene
un valor de 4.3 cal-(K-mol-res)-! (Murphy & Freire, 1992; Murphy & Gill, 1991). Por lo tanto, la
entropfa conformacional correspondiente al proceso de plegamiento/desplegamiento de una
protefna cualquiera podrfa estimarse sin méds que multiplicar esta contibucién individual por el
nimero de restos en su secuencia (Murphy et al., 1992).

Sin embargo, el valor promedio obtenido a partir del andlisis de la base de datos de
protefnas no permite distinguir entre los aminoécidos con distintas cadenas laterales, cada uno de
los cuales contribuird de forma diferente al cambio de entropfa conformacional. Esta limitacion,
que no representa un gran problema para el andlisis de transiciones de
plegamiento/desplegamiento, en las que se encuentran implicados un elevado ndmero de
amino4cidos (Murphy et al., 1992; Murphy & Freire, 1992), puede traducirse en la aparicién de
desviaciones significativas en la estimacion de las entropias correspondientes a procesos que
implican pequefias cadenas peptidicas como la unién de ligandos o el desplegamiento de hélices

aisladas.

b.-Parametrizacién actual: evaluacién independiente de los distintos términos entrépicos.

Como se ha comentado en el apartado anterior, la capacidad de evaluar con exactitud las
distintas contribuciones a la entropfa conformacional es un requerimiento imprescindible para la
estimacién de las estabilidades y afinidades de unién y, como consecuencia, para el desarrollo de
metodologfas que permitan el disefio molecular. La estimaci6n precisa de los cambios en entropfa
conformacional requiere el cdlculo de las contribuciones entrépicas correspondientes a cada uno
de los enlaces simples con capacidad de rotacién existentes en la molécula bajo estudio, para
ambos estados, inicial y final, implicados en el proceso en cuestién. Estos cdlculos requieren el
desarrollo de algoritmos que permitan la cuantificacién de las entropias conformacionales
utilizando las coordenadas atémicas de las moléculas implicadas.

Dada la homogeneidad existente en las protefnas, compuestas exclusivamente por veinte
amino4cidos, es posible abordar la evaluacién independiente de las contribuciones aportadas por
cada uno de ellos. Con objeto de facilitar el célculo de estas entropias, es conveniente considerar
de forma independiente las contribuciones procedentes de los 4ngulos diedros del esqueleto
peptidico y las correspondientes a las distintas cadenas laterales, de modo que:

AS AS_ + AS_ . (111.26)

conf — esq.
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donde ASesq representa la entropfa adquirida por el esqueleto polipeptidico como consecuencia

del desplegamiento o la disociacién, y AS _ ,,, 1a correspondiente a las cadenas laterales.

b.1.-Entropia conformacional de las cadenas laterales.

La entropia configuracional de una cadena lateral puede evaluarse a partir de su perfil
energético, calculado utilizando los 4ngulos diedros de dicha cadena como las tunicas variables

independientes. En principio, los cambios en entropia configuracional, S , S€ encuentran

config
determinados, tanto por las contribuciones conformacionales (S_,,5orm)» COMO por las
vibracionales (S;,). Sin embargo, en procesos como el plegamiento de una protefna y la unién de
ligandos peptidicos, en los que los estados vibracionales no se ven alterados durante el proceso (de
modo que la entropia vibracional es igual en el estado inicial y final (AS,;, = 0)) la entropia
configuracional puede calcularse considerando dnicamente las contribuciones conformacionales

(Lee et al., 1994),

AS config = (S conform, f + svib, f) - (S conform, i + Svib, i) =S conform,f Sconform, i (I11.27)

Con objeto de facilitar el cdlculo de las entropias conformacionales, se consideran tres
estados posibles para cada una de las cadenas laterales en la protefna. La cadena lateral puede
encontrarse enterrada en el interior del proteina, casi completamente inmovilizada y, por tanto,
con una entropia conformacional mfnima o casi nula. Asfmismo, la cadena lateral puede
pertenecer a una regién plegada y encontrarse expuesta al disolvente, con lo cual el nimero de
grados de libertad se incrementarfa de forma significativa, poseyendo, por tanto, una mayor
entropfa con respecto al caso anterior. Por dltimo, en el estado desplegado, asi como en las
regiones desestructuradas de la protefna, las cadenas laterales poseen la méxima entropia
conformacional.

Por lo tanto, para describir las transiciones entre estos tres estados, es necesario evaluar
dos términos: ASy, .., asociado a la tranferencia de una cadena lateral enterrada en el interior de
la proteina a su superficie, y AS,, ,, correspondiente al incremento de entropia experimentado por
una cadena lateral expuesta al disolvente cuando el esqueleto peptidico pasa de la conformacién
nativa al estado desnaturalizado.

b.1.1.-ASy, ..

Suponiendo que cualquier cadena lateral en el interior de la protefna o del complejo
adopta una conformacién fija (es decir, posee una entropia conformacional nula), el cambio
entrépico asociado a su transferencia a la superficie requerirfa exclusivamente la estimacién de la
entropfa conformacional correspondiente a dicha cadena expuesta al disolvente cuando el
esqueleto peptidico se encuentra plegado en una conformacién determinada.
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De este modo, los cambios entrépicos correspondientes a esta etapa para cada una de las
cadenas laterales se estiman mediante los valores mostrados en la primera columna de la tabla
II1.2, que han sido calculados por Lee y colaboradores (Lee et al., 1994) a partir de los perfiles
energéticos en conformacién helicoidal. Estos autores han llevado a cabo el cdlculo de las
entropfas conformacionales correspondientes a las cadenas laterales de todos los aminoécidos en
posicién central de una hélice estdndar de secuencia (Ala),-X-(Ala),. Los perfiles energéticos
(calculados considerando los 4ngulos diedros de las cadenas laterales como las nicas variables
independientes y haciendo uso de las funciones potenciales y pardmetros descritos por Weiner y
colaboradores (Weiner et al., 1984) y Jorgensen y Tirado Rives (Jorgensen & Tirado-Rives,
1988)) permiten la estimacién de la probabilidad de cada conformacién y, por tanto, el célculo de

las entropfas mediante la ecuacion:
S=-R-Yp; ' Inp, (I11.27)

donde R es la constante de los gases y p; representa la probabilidad de cada conformacién,

definida como:

exp (—E,/RT) exp (—E,/RT)
Y exp (-E,/RT) Z (II1.28)

Pi

donde Z es la funcién de particién conformacional.

Los valores obtenidos de este modo para las probabilidades de los distintos conférmeros
muestran una excelente concordancia con las poblaciones estimadas a partir de las estructuras
tridimensionales de proteinas (Blaber et al., 1994), lo que sugiere estas iltimas no son mis que un
reflejo de las distribucién de Boltzmann para las energfas de los conférmeros. Asimismo, las
entropfas obtenidas para las distintas cadenas laterales son muy similares a las obtenidas por
Creamer y Rose a partir de simulaciones de Monte Carlo (Creamer & Rose, 1992).

b.1.2.-AS, .,

El segundo término considerado en los célculos, AS,, ., refleja los cambios en la entropfa
de una cadena lateral cualquiera como consecuencia del cambio conformacional sufrido por el
esqueleto peptidico en el proceso de plegamiento; es decir, del paso de una conformacién fija
correspondiente a una estructura secundaria determinada a un estado altamente desestructurado
como el desnaturalizado. El célculo exhaustivo de las entropifas correspondientes a las cadenas
laterales en este dltimo caso presenta una gran dificultad ya que requeriria la evaluacién de los
perfiles energéticos para todas las conformaciones del esqueleto peptidico que contribuyen de

algino modo a la definicién del estado desplegado.

1000000000000 0000600000000000000500000000002000000000000008000
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Creamer y Rose (Creamer & Rose, 1992) han llevado a cabo la estimacién aproximada,
mediante cédlculos de Monte Carlo de estas entropfas en el estado desplegado, de modo que, a
partir de estos valores y los obtenidos anteriormente para las cadenas laterales expuestas, se evalia
este segundo término para cada uno de los diferentes aminodcidos. Los valores obtenidos se

muestran asimismo, en la segunda columna de la tabla II1.2.

Tabla III.2: Entropias conformacionales de los distintos aminoacidos.*

Aminoacido ASbu->ex ASex->u ASbb
cal-(K-mol)-1 cal-(K-mol)-1 cal-(K-mol)-1
Ala 0.00 0.00 4.1
Arg 7.11 -0.84 34
Asn 3.29 2.24 34
Asp ‘ 2.00 2.16 34
Cys 3.55 0.61 34
Gln 5.02 2.12 34
Glu 3.53 2.27 34
Gly 0.00 0.00 6.5
His 3.44 0.79 34
Ile 1.74 0.67 2.18
Leu 1.63 0.25 34
Lys 5.86 1.02 34
Met 4.55 0.58 34
Phe 1.40 2.89 34
Ser 3.68 0.55 34
Thr 3.31 0.48 34
Trp 2.74 1.15 34
Tyr 2,78 3.12 34
Val 0.12 1.29 2.18

*Tabla reproducida de (D'Aquino et al., 1996). Los valores de ASpy >ex Y ASex->y proceden de (Lee et al.,
1994). Con el propdsito de aproximar el valor de ASyy, los aminodcidos se han clasificado en cuatro grupos de
acuerdo con la naturaleza de sus cadenas laterales: los que no poseen carbono beta (Gly), los que poseen sélo
carbono beta (Ala), los que poseen cadenas ramificadas en el carbono beta (Val e Ile) y los que poseen carbono
gamma.

b.2.-Entropia conformacional del esqueleto peptidico.

El célculo de los valores de entropfa conformacional asociados a la transicién del
esqueleto peptidico de un aminoé4cido desde su conformacién nativa al estado desnaturalizado
puede llevarse a cabo mediante un procedimiento similar al descrito en el apartado anterior para
la entropia de las cadenas laterales. Al igual que entonces, suponiendo que en el estado plegado el
esqueleto peptfdico adopta una dnica conformacion, con 1o que su contribucién entrépica serd
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nula, el cambio entrépico asociado al proceso de desplegamiento puede estimarse una vez
conocida la entropfa del esqueleto de dicho amino4cido en el estado desnaturalizado.

Con este fin, D’Aquino y colaboradores (D'Aquino et al., 1996) han obtenido
recientemente los perfiles energéticos en funcién de los dngulos diedros del esqueleto peptidico
de varios amino4cidos en dipéptidos. A partir de estos datos es posible realizar el cdlculo directo
de la distribucién de probabilidad de los diferentes conférmeros y, como consecuencia, de la
entropfa conformacional del esqueleto peptidico. Los resultados obtenidos, recogidos en la tercera
columna de la tabla III.2, reflejan la influencia que las distintas cadenas laterales ejercen sobre la
movilidad del esqueleto peptfdico del correspondiente amino4cido.

Asf, se puede observar c6mo las mayores restricciones conformacionales provienen de la
presencia del carbono beta, responsable de la notable reduccién en la entropfa conformacional del
esqueleto peptidico de Ala con respecto a Gly (la diferencia entre ambos del orden de 2.46
kcal-(K-mol)-l. La extensi6n de las cadenas laterales m4s alld del carbono beta introduce asfmismo
ciertas restricciones estéricas, aunque de mucha menor magnitud que las impuestas por el carbono
beta, de modo que las cadenas laterales ramificadas en el carbono beta son las responsables de las
mayores reducciones en la entropia del esqueleto peptidico.

Los valores resultantes de estos cédlculos son muy similares a los obtenidos
experimentalmente, mediante el andlisis de las curvas de desnaturalizacién térmica de mutantes de
la cremallera de leucinas GCN4, para el cambio en entropfa conformacional del esqueleto
peptidico entre Gly y Ala (D'Aquino et al., 1996). Asimismo, los valores recogidos en la tabla III.2
son muy parecidos a los descritos por Leach y Scheraga (Leach et al., 1966), procedentes del
andlisis de la fraccién de conformaciones del esqueleto peptidico permitidas estéricamente para
cada tipo de amino4cido.

b.2.1.-Efecto de la longitud de la cadena

Los valores mostrados en la tabla III.2 proceden del andlisis conformacional de los
distintos amino4cidos en un dipéptido, de modo que unicamente incluyen los efectos de volumen
excluido correspondientes a los aminodcidos adyacentes. Sin embargo, el nimero de
conformaciones inaccesibles debido a efectos estéricos aumenta paralelamente a la longitud de la
cadena polipeptidica, alcanzando un valor asint6tico para cadenas suficentemente largas. Por lo
tanto, éuando la entropfa del esqueleto de la cadena polipeptidica se calcula como la suma de las
contribuciones entrépicas de los amino4cidos individuales, es necesario considerar un término

corrector que incluye las restricciones de volumen excluido y tiene la forma:

Ser = (R/n) - InF_ (n) (I11.29)
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donde R es la constante de los gases y F, . representa la fraccion de conformaciones permitidas
para una cadena peptidica de n restos. S, es una funcién que varfa lentamente con el nimero de
restos en la cadena, tomando valores iniciales de -0.09 cal-(K-mol-res)-! para n = 10 y alcanzando
un valor asint6tico de -0.128 cal-(Kmol res)-! para n = 440. El valor de S, puede calcularse
para cada caso, pero en el caso de una protefna globular tfpica tiene un valor cercano a -0.121
cal-(K-mol-res)-l. Aunque la correcci6n por resto es pequefia, para una protefna constituida por
100 amino4cidos, la correccion total es del orden de -12 cal-(K-mol)-!, que representa una
contribucién a la energfa libre de -3.6 kcal-mol-! a 25 °C.

Asimismo, la entropfa conformacional de las cadenas peptidicas desplegadas varia ligera,
aunque significativamente, con la densidad de carga de la cadena peptidica ,de modo que, en
general, una elevada densidad de carga, tanto repulsiva como atractiva, disminuye la entropfa
conformacional de un péptido no estructurado.

IiL.2.3.3.- Capacidad calorifica.
I11.2.3.3.1.-Consideraciones generales.

La capacidad calorifica a presion constante Cp es una medida de las fluctuaciones en la
magnitud de la entalpfa de un sistema determinado. De este modo, desde un punto de vista
termodindmico-estadistico, la capacidad calorifica se define como la derivada con respecto a la
temperatura, evaluada a presién constante, de la entalpfa promedio del sistema, de acuerdo con la
ecuacion:

Cp = (6(H)/0T), =

{Lgoﬂf -exp(‘Gi/RT)/Ql —[E H, -exp(—Gi/RT)/Qr }/RTz

i=0

={<H2> - <H>2}/RT (II1.30)

donde N es el nimero de estados accesibles al sistema; R 1a constante de los gases; <H> representa
el valor promedio de la entalpfa del sistema obtenido como:

N
(H) = Z H; - exp(-G;/RT)/Q
i=0 (IT1.31)

y Q es la funcién de particién definida como la sumatoria de los pesos estadisticos:

N
Q= Y exp(-G,/RT)
=0 (I11.32)
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La ecuacién IIL30 es una de las expresiones estdndar de la termodindmica estadistica y
refleja el hecho de que la capacidad calorifica a presion constante es directamente proporcional al
segundo momento de la distribucién entdlpica alrededor de su valor promedio, 0, en términos més
simples, a la dispersién caracterfstica de la distribucién de los valores de entalpia.

Diversos estudios te6ricos sobre la capacidad calorifica de protefnas sugieren que las
fluctuaciones entélpicas en estos sistemas proceden fundamentalmente de las rotaciones internas,
de las fluctuaciones conformacionales de baja frecuencia, asf como de los modos vibracionales de
alta frecuencia, asociados a la elongacién y flexién de los enlaces covalentes (Benson, 1968). Sin
embargo, aunque otros efectos como las interacciones no covalentes o la hidratacién de los
grupos localizados en la superficie molecular constituyen s6lo una pequefia fraccién de la
capacidad calorifica total de una protefna, €stos términos son los principales responsables de los
cambios en capacidad calorifica asociados a los procesos de desnaturalizacién o unién de
ligandos.

La capacidad calorffica desempefia un papel fundamental en la determinacién de la
energética de estabilizacién de las estructuras de protefnas y de la afinidad de uni6n de sus
ligandos. Dado que el proceso de desplegamiento de un protefna conlleva un incremento
significativo de la capacidad calorffica, esta magnitud tiene una gran influencia en la

determinacién de la energia de Gibbs de estabilizaciéon (Privalov & Khechinashvili, 1974). Asi, el
cambio en capacidad calorifica ACp afecta tanto a la entalpfa [AH(T)] como a la entropia [AS(T)],

magnitudes que determinan la energfa de Gibbs, de forma que:

)
AH(T) = AH(TR) + [ACp -dT
T

R

(I11.33)

T
AS(T) = AS(Tg) + [ACp - dinT
T;

(I11.34)

donde AH(Tg) y AS(Tg) representan los cambios entélpicos y entrépicos a la temperatura de
referencia Tg.

En promedio, para una pequefia protefna globular, el término correspondiente a la
capacidad calorffica modifica la entalpfa de estabilizacién entre 150 y 250 kcal-mol-! en el
intervalo de temperatura de 0 a 100 °C, mientras que la entropfa se ve modulada entre 450 y 780
cal-(K-mol)'! en el mismo intervalo de temperaturas. El cambio en capacidad calorifica es
asfmismo el responsable de fenémenos como la desnaturalizacién frfa o la existencia de una
temperatura de maxima estabilidad para las protefnas. Resulta evidente, por tanto, que la capacidad
para calcular con suficiente precisién los cambios en capacidad calorifica a partir de datos
estructurales es un requisito indispensable para el desarrollo de metodologias de cdlculo de
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magnitudes termodindmicas, con capacidad para describir adecuadamente los procesos de

plegamiento de protefnas y unién de ligandos.

II1.2.3.3.2.-Parametrizacién inicial.

Hace ya algunos afios que diversos grupos atribuyeron el origen de los cambios de
capacidad calorifica que acompaiian el proceso de desplegamiento de una proteina a la exposicién
al medio acuoso de las cadenas laterales apolares, ocultas en el interior de 1a proteina en el estado
nativo (Privalov & Khechinashvili, 1974). El papel de los grupos polares en la determinacién de
los cambios de capacidad calorifica, cuyas contribuciones son de signo opuesto a las procedentes
de los grupos apolares (Murphy & Gill, 1991; Privalov & Makhatadze, 1992), se estableci6 con
posterioridad, aceptdndose en la actualidad la existencia de ambos tipos de contribuciones.

De este modo, varios laboratorios han demostrado que el cambio en capacidad calorifica
asociado con el proceso de plegamiento y desplegamiento de proteinas puede parametrizarse de
forma sencilla en términos de 4reas polares y apolares accesibles al disolvente, de modo que las
ecuaciones paramétricas obtenidas proporcionan una estimacién precisa de las capacidades
calorfficas experimentales (Murphy et al., 1992; Oobatake & Ooi, 1992; Privalov & Makhatadze,
1992; Spolar et al., 1992; Xie & Freire, 1994a).

Asf, el cambio observado en la capacidad calorifica de una proteina como consecuencia de
un cambio conformacional o de la unién de algin ligando puede expresarse en funcién de los

cambios en accesibilidad al disolvente segiin la ecuacion:

ACp =a - AASA,, + b - AASA ;= 0.45 - AASA,, - 0.26 - AASA,,, (35,

donde los coeficientes 0.44 y -0.26 representan las contribuciones elementales por A2 de
superficie apolar y polar expuesta al medio acuoso en cal-(K-mol)-!, obtenidos a partir del an4lisis
estadfstico de los datos termodindmicos de las protefnas de la base de datos (Murphy et al., 1992;
Murphy & Freire, 1992; Xie et al., 1994; Xie & Freire, 1994b). La ecuaci6n anterior refleja el
hecho de que la exposicién al disolvente de superficies apolares conduce a un incremento en la
capacidad calorifica del sistema, mientras que la solvatacién de superficies polares tiene como
consecuencia la disminucién de la capacidad calorifica total.

En contra de lo supuesto inicialmente, 1a hidratacién de lo grupos hidroxilo de ciertas
cadenas laterales de naturaleza aliftica como Ser y Thr, parece contribuir de forma positiva al
cambio de capacidad calorifica (Murphy & Laynez, comunicacién personal), por lo que su

contribucion se introduce en la ecuacién anterior como un término adicional de la forma:

ACpoy = 0.17 - AASA (I11.36)
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Como se ha demostrado en numerosos trabajos, esta ecuacién predice €l cambio en
capacidad calorifica de desplegamiento con una precisién (£9%) cercana al error experimental en
la determinacién de ACp. Al igual que ocurre con los términos entélpicos, las contribuciones
procedentes de efectos especificos como los asociados a los cambios en el estado de protonacién o
1a uni6n diferencial de ligandos o desnaturalizantes deben considerarse explicitamente y de forma
individual (G6émez & Freire, 1995; G6mez et al., 1995).

I11.2.3.3.3.-Parametrizacién actual: Dependencia con la temperatura.

Recientemente se ha demostrado que existe cierta dependencia de los cambios de
capacidad calorifica correspondientes al proceso de plegamiento/desplegamiento de un protefna
con la temperatura (Privalov & Khechinashvili, 1974; Privalov & Makhatadze, 1990). La
disminucién la magnitud de ACP' observada a altas temperaturas y ocasionalmente también a
temperaturas bajas (Privalov & Makhatadze, 1990), se debe a que, mientras la capacidad calorifica
del estado nativo aumenta aproximadamente de forma lineal con la temperatura, la
correspondiente al estado desnaturalizado, que de por sf varfa con la temperatura a menor
velocidad que la del nativo, presenta una pendiente decreciente a altas temperaturas.

La prediccién del comportamiento termodindmico de las protefnas, tanto en los procesos
de desplegamiento como en los de asociacién, requiere la parametrizacién precisa de los
correspondientes cambios en capacidades calorificas y de su dependencia con la temperatura. Las
capacidades calorificas molares parciales, asf como su dependencia con la temperatura, se han
determinado calorimétricamente para varias protefnas tanto en el estado nativo como en el
desnaturalizado (Griko et al., 1994a; Griko et al., 1994b; Makhatadze et al., 1994; Makhatadze et
al., 1993; Privalov & Makhatadze, 1990; Xie et al., 1994). Estos datos termodindmicos, junto con
la informacién estructural de alta resolucién disponible para la mayorfa de estas protefnas,
proporcionan una excelente oportunidad para explorar las bases estructurales de los cambios de
capacidad calorifica.

En este contexto, se ha presentado recientemente el primer intento, llevado a cabo en el
laboratorio del Dr. Freire, para modelar en una dnica funcién matemdtica el comportamiento de
la capacidad calorifica de los distintos estados de la protefna, incorporando 1a dependencia con la

temperatura de esta magnitud termodindmica (Gémez et al., 1995).

a.-Contribuciones a la capacidad calorifica de proteinas.

En general, puede considerarse que la capacidad calorifica molar parcial de una proteina
en disolucién acuosa estd originada por dos contribuciones independientes: un término
correspondiente a la hidratacién, que refleja las interacciones entre la protefna y el disolvente, y un
segundo término o capacidad calorifica intrinseca, que incluye las fluctuaciones entdlpicas de la
estructura covalente, as{ como las contribuciones correspondientes a las interacciones no
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covalentes presentes en la protefna en cuestion (Yang & Rupley, 1979). De este modo, en
términos generales, la capacidad calorifica de una protefna cualquiera puede expresarse como:

Cp = CP,a + CP,b + CP,c + CP,p 111.37)

El primer término en la expresién anterior, Cp ,, 0 capacidad calorifica primaria, contiene
las contribuciones atémicas y covalentes a la capacidad calorifica total y, por definicién depende
unicamente de la composicion de la proteina; es decir, de su secuencia aminoacidica, siendo, por
tanto, independiente del estado conformacional de ésta. El segundo término, Cyp,, refleja las
contribuciones de las interacciones no covalentes establecidas en la proteina, mientras que el
tercero, Cp . corresponde a la capacidad calorifica de hidrataci6n, originada por las interacciones
entre ésta y el disolvente. El udltimo término, Cp'p representa la capacidad calorifica debida al
estado de protonacién de las cadenas laterales con grupos ionizables como His, Asp, Glu, Arg o
Lys.

De acuerdo con este esquema, y desde un punto de vista experimental, el término Cp,
corresponderfa a la capacidad calorifica de la cadena polipeptidica no estructurada en estado
anhidro, mientras que la capacidad calorifica de la proteina anhidra en estado nativo es igual a la
suma de términos Cp, y Cp . En cuanto a los cambios de capacidad calorifica asociados con
diversos cambios conformacionales de la protefna (procesos de plegamiento y desplegamiento), o
con las asociaciones de proteinas y ligandos en disolucién, es obvio que unicamente contienen
contribuciones procedentes de los términos Cpy, Cp ., y Cp, » ya que estos procesos no implican

modificacién alguna, ni en la masa, ni en la estructura primaria de la proteina, de modo que:

AC, = ACP,b + ACP,C + ACP,p (I11.37)

b.-Parametrizacion global de la capacidad calorifica.

Con objeto de refinar las ecuaciones paramétricas correspondientes a la capacidad
calorifica, Gémez y colaboradores (G6mez et al., 1995) se basan en que la capacidad calorifica de
una protefna en cualquier conformacién puede expresarse, en ausencia de efecto de protonacion o

tras su correccién, como:

Cp=Cp, + Cpp, + G, (II1.38)

de modo que esta ecuacién podria utilizarse para llevar a cabo el ajuste global de minimos
cuadrados de la base de datos de protefnas, con independencia de su estado conformacional. De
este modo, 1la misma ecuacién, con el mismo juego de pardmetros, debe ser capaz de predecir la
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dependencia lineal con la temperatura de la capacidad calorifica del estado nativo y la
dependencia no lineal de la correspondiente al estado desnaturalizado.

Con el fin de establecer ciertas restricciones funcionales a las ecuaciones que describirdn
cada uno de los términos en la expresién anterior, es conveniente analizar con cierto detalle las

caracteristicas estructurales relacionadas con cada uno de los términos.

b.1.-Contribuciones covalentes.

La capacidad calorifica de una proteina puede expresarse de forma general como la suma
varias contribuciones correspondientes a los distintos grados de libertad (translacionales,

rotacionales, vibracionales y electrénicos):

Co & Chpe ¥ B * Cpin + G (I11.39)

En el caso de protefnas y otras macromoléculas biol6gicas, que constan de un elevado
nimero de 4tomos y, por tanto, contienen un gran nimero de grados de libertad vibracionales
(3N - 6), la contribucién vibracional juega un papel importante en la determinacién de la
capacidad calorifica. De este modo, en el intervalo de temperaturas de interés biol6gico (entre 0 y
100 °C), en el que las contribuciones electrénicas pueden considerarse despreciables (Blinder,
1975), la capacidad calorifica primaria de una protefna se debe fundamentalmente a las
frecuencias de vibracién caracterfsticas de los modos de flexién y elongacién de cada enlace de
valencia asf como a los correspondientes a las rotaciones internas (Janz, 1958).

La capacidad calorifica primaria, es decir la correspondiente a la estructura covalente de la
protefna, representa, en promedio, entre el 91 y 96% de la capacidad calorifica total de una
protefna anhidra. Los valores resultantes de la suma de las contribuciones de cada uno de sus
grupos constituyentes, tanto a nivel de aminodcidos, como a nivel de enlaces y 4tomos, son muy
similares a los obtenidos experimentalmente, existiendo dnicamente pequefias diferencias
procedentes de las contribuciones no covalentes (G6mez et al., 1995).

La capacidad calorifica de una protefna anhidra, una vez normalizada por peso, presenta
valores muy similares para todas las protefnas (0.298 + 0.003 cal-(K-g)'1). Asimismo, la
dependencia con la temperatura (lineal en el intervalo de interés) muestra el mismo
comportamiento, siendo, en promedio de 9.77 £ 0.2 x 104 cal-(K2g)! para todas las protefnas de
la base de datos (G6mez et al., 1995).

Estas observaciones parecen indicar que, en promedio, la capacidad calorifica primaria de
una protefna puede considerarse proporcional a su peso molecular, de modo que puede

describirse mediante una expresién de la forma:

Cp, = [n + @ + (I —298.15)] ‘M. (111.40)

,a
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donde T es la temperatura absoluta, M es el peso molecular de la proteina y los coeficientes ® y v
son pardmetros ajustables, cuyo valor debe obtenerse del andlisis de los datos experimentales. En
general, en sistemas como péptidos pequefios, 0 protefnas cuya composicién difiera notablemente
de la observada como promedio en las distintas protefnas globulares, es de esperar que estas
constantes de proporcionalidad adopten valores diferentes.

b.2.-Contribucion de las interacciones internas.

Como se ha comentado en el apartado anterior, las diferencias observadas entre las
capacidades calorificas de las proteinas en estado anhidro determinadas experimentalmente y las
calculadas a partir de las contribuciones individuales de sus grupos consituyentes son de pequeifia
magnitud. Estas diferencias, consitutirfan, en principio, una medida de las contribuciones no
covalentes, procedentes de la estructura secundaria de la proteina (Eftink et al., 1983; Gémez et
al., 1995).

En general, es de esperar que las contribuciones procedentes de las interacciones no
covalentes dependan de la densidad de empaquetamiento de la protefna, de modo que pueden
considerarse, como primera aproximacion, proporcionales a la superficie total oculta al disolvente

en el estado nativo y pueden describirse de acuerdo con una expresion del tipo:

Cp, = [p+q ' (T -298.15)] - BSA . (IIL41)

donde p y q representan las constantes de proporcionalidad y BSAr,,,; €l drea accesible total, tanto
apolar como polar, protegida del acceso del disolvente en la estructura nativa. La pequefia
magnitud de las contribuciones no covalentes imposibilita el desarrollo de un andlisis mds

detallado, que incluya los efectos del grado de empaquetamiento.

b.3.-Hidratacion.

Como se ha comentado anteriormente, 1a capacidad calorifica de una protefna nativa en
disolucién presenta una dependencia con la temperatura casi completamente lineal en el intervalo
de temperaturas accesible experimentalmente (entre 0 y 50 °C). Asfimismo, ademds de las
contribuciones covalentes, que representan cerca de un 85% de la capacidad calorifica total en
disoluci6n, 1a hidratacién de la protefna contribuye de forma positiva a la capacidad calorifica. Por
lo tanto, la capacidad calorifica de una proteina en disolucion es generalmente de mayor magnitud
que la correspondiente al estado anhidro. Sin embargo, el incremento relativo entre ambos estados
difiere para las distintas proteinas estudiadas, 1o cual sugiere la posibilidad de que estos
incrementos dependan de la composicién superficial especifica de cada proteina.
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De igual modo, la dependencia con la temperatura de la proteina nativa en disolucién es
de mayor magnitud que la observada para la protefna anhidra y para el estado desplegado. Estas
contribuciones adicionales a la capacidad calorifica total proceden de la solvatacién de los dtomos
situados en la superficie de la protefna, compuesta por regiones polares y apolares en
proporciones variables. Para una protefna globular estdndar, alrededor del 55% de las superficie
expuesta en el estado nativo es de naturaleza apolar, lo cual explica cuantitativamente la
contribucién positiva de la hidratacion.

A diferencia de lo expuesto para el estado nativo, la dependencia con la temperatura de la
capacidad calorffica del estado desnaturalizado de una protefna no es lineal, sino que, para
temperaturas comprendidas en el intervalo entre 0 y 100 °C, puede aproximarse mediante un
polinomio de segundo orden (Griko et al., 1994a; Martinez et al., 1994; Xie et al., 1994). En
general, la capacidad calorifica del estado desplegado es de mayor magnitud que la
correspondiente al estado nativo, aunque la diferencia entre ambos disminuye con la temperatura.
Estas diferencias en capacidad calorifica y en su dependencia con la temperatura pueden
atribuirse a la hidratacién de los grupos de la protefna que se encuentran en el interior de la
proteina en el estado nativo y que, como consecuencia del desplegamiento, entran en contacto con
el disolvente, de modo que el estado desnaturalizado expone una mayor proporcion de grupos
apolares al medio. Asfmismo, y en menor medida, las diferencias en capacidades calorificas
podrian proceder de la ruptura de interacciones no covalentes como consecuencia de la pérdida
de las estructuras secundaria y terciaria, consideradas en Cp,

En principio, es de esperar que la capacidad calorifica de hidrataci6n sea proporcional a la
magnitud de las 4reas polares y apolares accesibles al disolvente, del mismo modo que los
cambios en capacidad calorifica asociados con las transiciones conformacionales (Murphy et al.,
1992; Spolar et al.,, 1992). De este modo, debe ser posible expresar la capacidad calorifica
asociada a los fenémenos de hidratacién de cualquier estado conformacional mediante una unica
funcion cuadrdtica de la temperatura cuyos coeficientes se obtengan como combinaciones lineales
de las 4reas polares y apolares accesibles al disolvente en la conformacién pertinente (Gémez et
al., 1995):

Cp. = a(l) - ASA_ + b(T) - ASA (I11.41)
aT) = a, +a, - (T - 298.15) + a, - (T-298.15) (I1L.42)
b(T) = b, + b, - (T- 298.15) + b, - (T - 298.15)" (I1L.43)

b.4.-Efectos de protonacion.
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En general, las contribuciones a la capacidad calorifica debidas a fenémenos de ionizacién

de cadenas laterales pueden describirse mediante 1a ecuacién:

2

C — B - AC F (1-F . E&‘_
P, prot — 12 prot,i P, prot, i £2 prot, i ( ~ Lprot, i) R T2 (I11.44)

donde la sumatoria incluye cada uno de los grupos ionizables existentes en la proteina. ACp prek
representa la diferencia en capacidad calorifica de los distintos estados de protonacién de una
cadena determinada, AHprot es la correspondiente entalpfa de protonacién y Foror €8 el grado de
protonacion.

El primer término en la ecuacion anterior refleja la contribucién debida a la existencia de
diferencias entre las capacidades calorificas de los dos posibles estados de ionizacién de una
cadena lateral, y depende de la magnitud de esta diferencia asi como del grado de protonacién.
En general, la diferencia en las contribuciones de los distintos estados de ionizacién de las cadenas
laterales con grupos ionizables (Arg, Asp, Glu, Lys, His) son de pequefia magnitud (unas 4
cal-(K-mol)-! para el grupo imidazol y unas 30 cal-(K-mol)-! para el grupo carboxilo) en
comparacién con la capacidad calorifica total de la proteina.

El segundo término contiene las contribuciones a la capacidad calorifica originadas como
consecuencia de las fluctuaciones térmicas del grado de protonacién, por lo que es proporcional
a la entalpfa de protonacién efectiva, y adopta su valor mdximo para grados de protonacién del
50%; es decir, cuando el pH de la solucién coincide con el pK, del grupo ionizable. Por ejemplo,
para un resto de histidina en una solucién no tamponada en la que pH = pK,, la contribucién
méxima debida a estos fenémenos es del orden de 70 cal-(K-mol)-l, ya que en estas condiciones,
AI-Ipl'ot
originada por los efectos de protonacién sea pequefia, debido a que tanto la capacidad calorifica

= -7 kcal-mol-1. Sin embargo, bajo condiciones estdndar, se espera que la contribucién total

como la entalpfa de protonacién asociadas a la absorcién o liberacién de un prot6n se encuentran
compensadas por las correspondientes capacidades calorificas y entalpfas del tampén.

b.5.-Ajuste global de la capacidad calorifica.

En ausencia, o tras la correccion, de los efectos de protonacion, la expresion:

Cp=Cp, + Cp, + Gy, (111.44)

donde cada uno de los términos presenta las formas funcionales descritas en los apartados previos,
refleja la capacidad calorifica de cualquier estado conformacional de una protefna determinada.
De acuerdo con esto, Gémez y colaboradores (Gémez et al., 1995), han llevado a cabo el ajuste
no lineal de mfnimos cuadrados global de la base de datos de protefnas completa, con
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independencia del estado conformacional, utilizando las ecuaciones descritas anteriormente y que

resumimos a continuacion:

Cp, = [u + - (T -25)] - P.Mol. (I11.45)
Cp, = [P+q (T-25] BSA,, (I1L.46)
Cp. = a(l) - ASA,, + b(T) - ASA (I1.47)
donde
a(T) = a, +a, - (T - 25) +a, - (T-25)° (111.48)
b(T) = b, + b, - (T— 25) + b, - (T — 25)° (IIL.49)

De este modo, los autores encuentran que una unica ecuacién, con un mismo juego de
pardmetros, es capaz de predecir la dependencia lineal con la temperatura de la capacidad
calorifica del estado nativo y la dependencia no lineal del estado desnaturalizado. En 1a tabla II1.3
se recoge el juego de pardmetros resultantes del ajuste de la base de datos.

Tabla II1.3: Pardmetros resultantes del ajuste global de la base de datos a la funcién que describe la

capacidad calorifica.

v 0.28 [cal-(K-g)1] [0 9.75x 104  [cal(K2-g)1]

P 87x103  [cal(K-mol-A2)1] q 6.43x 104  [cal-(K2mol-A2)1]
a, 0.45 [cal-(K-mol-A2)1] by -0.265 [cal-(K-mol-A2)-1]
a, 2.63x104  [cal-(KZmol-A2)1] b, 2.85x 104  [cal-(K2-mol-A2)1]
ay 42x105  [cal(K>mol-A?)1] b, 431x10%  [cal(K>mol-A2)1]

Los resultados obtenidos de este anilisis (G6mez et al., 1995) indican que la capacidad
calorifica absoluta de las distintas conformaciones de una protefna puede calcularse de forma
precisa a partir de pardmetros estructurales en un amplio intervalo de temperatura. Como se ha
discutido en trabajos anteriories (Privalov & Makhatadze, 1990), la capacidad calorifica del estado
desplegado puede obtenerse a partir de las contribuciones individuales de las cadenas laterales de
los distintos aminodcidos y de los enlaces peptidicos. Sin embargo, la capacidad calorifica del
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estado nativo o de los estados parcialmente plegados en disolucién no presentan esta aditividad, de
modo que no pueden ser determinados a partir de la secuencia, aunque, sf a partir de su estructura
tridimensional.

Los cambios de capacidad calorifica asociados a los procesos de plegamiento y
desplegamiento de proteinas estdn determinados por dos contribuciones fundamentales: la
hidratacién de los grupos polares y apolares que inicialmente se encuentran ocultos en el interior
de la protefna y que se exponen al disolvente como consecuencia del desplegamiento, y la ruptura
de interacciones no covalentes caracteristicas del estado nativo.

La capacidad calorifica asociada a la hidratacién apolar es de signo positivo y, de acuerdo
con los pardmetros obtenidos del ajuste global, disminuye desde 0.45 cal-(K-mol-A2)-! a 25 °C
hasta 0.23 cal-(K-mol-A2)'1 a 100 °C. Por otro lado, la capacidad calorifica de hidratacién polar es
negativa, variando desde -0.25 cal-(K-mol-AZ)'1 a 25 °C hasta casi cero a 100 °C. Es interesante
hacer notar que los valores obtenidos a 25 °C para ambos son similares a los determinados
anteriormente sin considerar la dependencia con la temperatura (Murphy et al., 1992; Xie &
Freire, 1994a). Las interacciones no covalentes contribuyen positivamente a la capacidad
calorifica del estado nativo, por lo que su ruptura en el proceso de desplegamiento representa una
contribucién negativa al cambio en capacidad calorifica.

II1.2.4.-Contribuciones electrostdticas a 1a energia de Gibbs,

II1.2.4.1.-Contribuciones electrostiticas.

Tanto la estabilidad estructural de una protefna, como las constantes de afinidad de
numerosos ligandos, presentan frecuentemente una fuerte dependencia con el pH, por lo que es
conveniente prestar una especial atencién a la evaluacién de las contribuciones de naturaleza
electrostdtica a la energfa libre de Gibbs. La energfa electrostdtica asociada a una carga
determinada en la protefna puede evaluarse como el trabajo requerido para transladar dicha
particula cargada desde un estado de referencia, aislado de la macromolécula, hasta su posicién
real en la protefna. En general, son dos los factores principales que determinan las contribuciones
electrostdticas a la energfa de Gibbs: las interacciones culémbicas y los efectos de hidratacién.

Las interacciones culémbicas, establecidas entre dos particulas cargadas, representan la
influencia de un 4tomo cargado sobre la energfa potencial de un segundo, y pueden calcularse
como el trabajo requerido para situar una carga en una posicién determinada en la
macromolécula, en contra del potencial electrostético originado por las dem4s cargas existentes en

el sistema:

“Z-dq 332-ZZ
W, =332 | =
0

j
r; A r; A (111.50)
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donde r;; representa la distancia de separaci6n entre las cargas iy j en A, Z; y Z; son las cargas que
interaccionan entre sf, y A es el pardmetro de atenuacién, que incorpora los efectos dieléctricos y
de apantallamiento.

Para evaluar las contribuciones procedentes de los fenémenos de hidratacién, por el
contrario, es necesario estimar la energia propia o interacciones carga-medio, que representan el
efecto que la carga de un 4tomo tiene sobre su propio potencial. Este término, que representa la
energia almacenada en el campo eléctrico de un i6n, puede calcularse a partir del trabajo total
correspondiente al proceso de carga de una particula de radio r;:

332- 22
i . A T 2r A

(I1L.51)

Las contribuciones electrostdticas se calculan directamente como energfas libres, sin recurrir a la
estimacién individual de sus componentes entdlpicos y entrépicos, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Garcia-Moreno (Garcfa-Moreno, 1995; Garcifa-Moreno et al., 1997),

utilizando la ecuacion:

a6, = g 22E (1 3322, 5 2
- _— = ] 4+ oZ .
¢ 2 [ ] ' AT (IIL52)

donde Z es la carga, ; el radio de la particula cargada, r;; la separacién entre ambas cargas y A 'y
A ¢ los pardmetros de atenuacion en la molécula y en el estado de referencia, respectivamente,
que incorporan los efectos dieléctricos y de apantallamiento.

La constante dieléctrica de una protefna es un factor clave en la determinacién de la
magnitud de las interacciones electrostiticas en protefnas. La elevada constante dieléctrica del
disolvente acuoso tiene su origen en su naturaleza liquida y en su elevada densidad de dipolos. El
interior de una proteina, por el contrario, estd caracterizado por una constante dieléctrica de
mucha menor magnitud, dado que estd constituido por un nimero elevado de 4tomos apolares,
que se encuentran agrupados y protegidos del disolvente debido al efecto hidrofébico, y de
grupos polares, en su mayoria dispuestos en orientaciones semirigidas y parcialmente
neutralizados mediante el establecimiento de enlaces de hidrégeno.

El valor de la constante dieléctrica en el interior de la proteina es una pardmetro critico
para la evaluacién de los efectos electrostdticos a partir de cdlculos estructurales que consideren
un modelo contfnuo del disolvente. En nuestro caso, el valor concreto de la constante dieléctrica
efectiva, utilizada en los cdlculos procede del ajuste de los datos de la Temperatura de transicién
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estructural (Tm) de diversas protefnas en funcién del pH y es cercano a 16. La magnitud de la
constante dieléctrica obtenida de este modo, se encuentra en concordancia con los restulados
experimentales descritos por Garcia-Moreno y colaboradores (Garcfa-Moreno, 1995; Garcia-
Moreno et al., 1997), obtenidos mediante el andlisis de las alteraciones observadas en los pKas de
grupos ionizables ocultos en el interior de la protefna. En todos los casos, tanto las cargas
asignadas a cada grupo ionizable como las constantes dieléctricas efectivas, se encuentran

ponderados de acuerdo con su grado de exposicion al disolvente.

I11.2.4.2.-Efectos de protonacion.

Los efectos de protonacién pueden incorporarse una vez conocidos los valores de pKa de
los grupos que cambian de estado de ionizacién como consecuencia del plegamiento o del
proceso de asociacién. En proceso de plegamiento/desplegamiento de proteinas estos cambios en
el grado de protonacién entre ambos estados conformacionales son bastante comunes,
encontrdndose el equilibrio frecuentemente asociado a la protonacién o desprotonacién de uno o
m4s grupos en la protefna. De ser este el caso, la contribucién de los efectos de protonacién a la

energia libre de Gibbs de cualquier estado conformacional j puede expresarse como:

@K, - pH)

10
K,(pH) = Ky, - ©K_- pH) )

(1 +10 ° (1I1.53)
donde pK;; representa el pK del grupo ionizable i en el estado j y pKy; el pK del grupo i en el
estado de referencia. Por tanto, de acuerdo con esta ecuacién, la contribucién adicional de la
protonacién a AG a cualquier pH puede calcularse si se conoce el pKa de cada grupo ionizable
para la conformacién considerada.

En numerosos procesos de unién, la asociacion del ligando a la proteina se encuentra
acoplada a la protonacién obligatoria de uno o mé4s grupos, bien en la proteina, o bien en el
ligando. En este caso, la constante de afinidad global se define como:

(1+ 10™ )
(1 + 105"~ ) (IIL.54)

AG,. = -R-T'In|]]

ion

donde K, ;, es la constante de uni6n bajo condiciones experimentales en las que el prot6n se
encuentra unido a la protefna previamente a la uni6n del ligando. De acuerdo con esta ecuacion, a
cualquier pH, la contribucién adicional de los efectos de protonacion a la energia libre de Gibbs
puede calcularse en términos del pKa del grupo de acuerdo con la ecuacion:
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@K - pH)
AG,, = —R-T-n-—0
" (1+10%777) IL.ss)

De forma andloga pueden derivarse las ecuaciones que describen las contribuciones a la afinidad
de unién de la ionizacién obligatoria de uno 0 mds grupos como consecuencia de la unién, de
modo que:

1
K - pH
(1 #1007 )) (IIL56)

K,(H) = Kb, int

donde ahora K, ;,, es la constante de unién bajo condiciones en las que el grupo se encuentra
ionizado con anterioridad a la unién del ligando. De forma similar, a cualquier pH, las

contribuciones adicionales a la energia libre debidas a 1a protonacién se describen como:

5~ (IL57)

AG,, =R-T-In(1+ 10

II1.2.5.-Contribuciones translacionales a 1a energia de Gibbs.

La asociacion de dos 0 mds moléculas se traduce en una reduccién en el nimero de grado
de libertad translacionales disponibles para cada una de ellas. La magnitud exacta de este término
(Murphy et al., 1994; Kauzmann, 1959; Novotny et al., 1989; Janin, 1995) e incluso 1a necesidad
de su consideracién (Gilson et al., 1997) han sido motivo de discusién. En el proceso de
desarrollo de la parametrizacién estructural de la energética de proteinas utilizada en este trabajo,
se observé que el valor que mejor se ajusta a los resultados experimentales es la denominada
entropfa crética, definida por Kauzmann (Kauzmann, 1959).

De este modo, el cambio en los grados de libertad translacionales debido a la reduccién en
el mimero de particulas en disolucién se refleja en la entropfa de mezcla, de modo que el cambio
entrépico correspondiente a la formacién de 1 mol de complejo en una reaccién de asociacion de

estequiometrfa :

iA+jB+ ..+ kC=P (1IL58)

viene dado por la expresion:

Asmix=(i+j+ . + k- 1) -R-InX + R (11ﬂl+_]ln_]+ ...k'lnk) (111.59)
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siempre y cuando la disolucién sea lo suficientemente diluida para poder ser considerada como
ideal. En esta ecuacién, X representa la fraccién molar del complejo. Si las concentraciones que
determinan el equilibrio se definen en unidades molares, entonces el cambio en entropia
corresponde a la formacién de un mol de producto en un litro de disolucién. En este caso, X =
1/55.5 y, por tanto, en una reaccién de unién simple de la forma A + B -> P, AS_; = -8
cal-(K-mol)! mientras que para una reaccién de la forma A + 2B -> P AS_;, = -13.2 cal-(K-mol)-!
por complejo formado.

Algunos autores han tratado el cambio en los grados de libertad translacionales asociados
a la unién en términos de la ecuacién de Sackur-Tetrode (Searle et al., 1992; Finkelstein & Janin,
1989), que se evalia a partir de los estados cudnticos de la particula en la caja, asumiendo que ésta
posee volumen nulo y no presenta interacciones intermoleculares. Para moléculas con masas
moleculares similares a las proteinas, la disminucién en entropia translacional se predice cercana a
-25 kcal-mol-! para la formacién de un complejo bimolecular, valor tres veces mayor que el
término correspondiente a la entropfa crética.

Experimentalmente, el cambio en entropfa translacional podria evaluarse si se conoce la
energética de un sistema dimérico que pudiese estudiarse bajo condiciones disociativas y no
disociativas (cross-link covalente) siempre que las interacciones intermoleculares no variaran en

ambos casos:

A A, =2A

pleg = pleg despleg (I11.60)

A.—A,. =A

pleg  pleg dGeegleg— hdonglig (I11.61)

El estudio llevado a cabo por Antonson y colaboradores (Antonson et al., 1995) sobre la
estabilidad de un dominio coiled-coil de laminina en presencia y ausencia de un puente disulfuro
constituye una buena aproximacién a la situacién descrita en el parrafo anterio. En este caso, el
cambio en entalpfa es similar para ambas especies reflejando el origen entrépico de las diferencias
en energfa libre. Los autores observan que bajo las condiciones estudiadas (todas las actividades
fijas a 1 M), la diferencia en eerngfa libre de Gibbs para las dos reacciones es 2.63 kcal-mol-l,

valor muy cercano a la entropia créitica de Kauzmann.

II1.2.6.-Diversas aplicaciones,

La parametrizacién estructural de la energética. desarrollada en el laboratorio del Dr.
Freire durante los iltimos afios, se ha aplicado con éxito al estudio de los procesos de
plegamiento/desplegamiento de protefnas. En este contexto, ademéds de permitir la prediccion de
las magnitudes termodindmicas asociadas con el proceso, este formalismo ha hecho posible
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realizar el andlisis de las bases moleculares de la cooperatividad en estos sistemas (Freire et al.,
1993; Freire & Murphy, 1991; Murphy et al., 1992; Xie & Freire, 1994a; Xie et al., 1993), En
este contexto, se han identificado las principales propiedades, tanto termodindmicas como
estructurales, que caracterizan a los posibles intermedios termodindmicos en el proceso de
plegamiento (Freire & Xie, 1994; Xie et al., 1994; Xie & Freire, 1994a; Xie & Freire, 1994b).

Asfmismo, ademds de poseer la capacidad para reproducir las magnitudes termodindmicas
correspondientes al proceso global de plegamiento/desplegamiento, esta parametrizaciéon ha
permitido estudiar los efectos de fenémenos asociados a aminodcidos particulares, como las
propensiones helicoidales (Luque et al., 1996), objeto de este trabajo y que se describe con detalle
en la memoria en la seccién IV.A, o el célculo de las constantes de estabilidad por resto, que
permiten predecir los patrones de los factores de proteccién al intercambio hidrégeno/deuterio,
determinados por resonancia magnética nuclear (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b;
Hilser et al., 1997).

En cuanto a los procesos de unién de ligandos, se ha abordado el estudio de procesos
como la asociacién Angiotensina II/anticuerpo (Murphy et al., 1993) o la unién del inhibidor
peptidico Pepstatina A (Gémez & Freire, 1995) y otros inhibidores de renina (G6émez et al.,
1997)a la proteasa aspdrtica Endothiapepsina. Estos procedimientos permiten identificar los restos
de 1a enzima y del ligando que contribuyen en mayor grado a la afinidad de uni6n, facilitando el
desarrollo de estrategias de disefio molecular, como se describird en la seccién IV.B, de este

trabajo.



IV.-RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.A.-OBTENCION DE UNA ESCALA TERMODINAMICO-ESTRUCTURAL DE
PROPENSION HELICOIDAL. OPTIMIZACION DE LA PARAMETRIZACION
ESTRUCTURAL DE LA ENERGETICA DE PLEGAMIENTO DE PROTEINAS Y UNION
DE LIGANDOS.

IV.A.1.-Consideraciones generales,

El 4rea accesible al disolvente en cada uno de los estados implicados en el proceso bajo
estudio es una de las principales variables estructurales consideradas en la parametrizacion
estructural de la energética de plegamiento de protefnas y de la unién de sus ligandos,
desarrollada durante los dltimos afios en el laboratorio del Dr. Freire y descrita en la seccién II1.2.
Las diferencias en accesibilidad se encuentran directamente relacionadas con los cambios en la
hidratacién y, de modo indirecto, con la ruptura y/o establecimiento de interacciones internas
(contactos de van der Waals y enlaces de hidrégeno) que tienen lugar durante el proceso bajo
estudio. Generalmente dichos cambios de accesibilidad se expresan en términos de areas
accesibles al disolvente (ASA) (Connolly, 1983; Lee & Richards, 1971; Shrake & Rupley, 1973),
definidas en el apéndice A.1, donde se proporciona una descripcion més detallada de las distintas
definiciones de las superficies moleculares asi como de los algoritmos de célculo de mayor
interés.

Diversos grupos han demostrado la existencia de cierta correlacion entre los cambios en
dreas accesibles y las distintas magnitudes termodindmicas (G6mez et al., 1995; Murphy et al.,
1992; Murphy & Freire, 1992; Ooi et al., 1987; Spolar et al., 1992; Spolar & Record Jr, 1994), de
modo que éstas varfan proporcionalmente a los cambios en accesibilidad asociados al proceso en
cuestién. Sin embargo, adn a pesar de su evidente interés, la superficie accesible al disolvente,
especialmente la correspondiente a las conformaciones desplegadas, no es una cantidad definida
de forma univoca, por lo que su estimacién se convierte en el factor limitante de la precisién con
que las magnitudes termodindmicas pueden calcularse a partir de datos estructurales.

En esta seccién se describe 1a aplicacién de la parametrizacion estructural de la energética
de plegamiento de protefnas y unién de ligandos al cdlculo de las propensiones helicoidales de
cada uno de los amino4cidos. Dado que, en este caso, es necesario evaluar el efecto de simples
substituciones de un aminod4cido por otro en la estabilidad de hélices peptidicas o de proteinas, la
precisién con que se realice el célculo del 4rea accesible al disolvente en ambas conformaciones es
una cuestién critica para el éxito de los resultados.

Las 4reas accesibles al disolvente correspondientes a las conformaciones nativas se
calculan generalmente mediante la aplicacién de alguno de los algoritmos de cdlculo (ver
apéndice A.1.) a la estructura tridimensional de la macromolécula, obtenida mediante
cristalograffa de rayos X o resonancia magnética nuclear. Para estimar la accesibilidad de
conformaciones no estructuradas, como las correspondientes al estado desplegado de la proteina,
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o0 a ligandos peptidicos libres en disolucién, es necesario recurrir a modelos estructurales estdndar,
que generalmente corresponden a cadenas polipeptidicas en conformacién completamente
extendida. En ambos casos, el cdlculo se realiza a partir de un dnica estructura estética, ain a pesar
de que la accesibilidad al disolvente de una cadena polipeptidica en disolucién debe encontrarse
modulada por sus posibles cambios conformacionales. Estos implican, desde las fluctuaciones
conformacionales de la estructura nativa, generalmente provocados por los movimientos de las
cadenas laterales situadas en su superficie, hasta los producidos por la rotacién de los 4ngulos
diedros del esqueleto peptidico y de las cadenas laterales en el estado desplegado.

En general, bajo condiciones de equilibrio, 1a superficie accesible al disolvente de un
amino4cido en una cadena polipeptidica no es un dnico valor constante, sino una cantidad
promedio determinada, por las contribuciones de todas las posibles conformaciones adoptadas
por la molécula de acuerdo con su probabilidad. De este modo, admitiendo para la energfa una
distribucién de Boltzmann entre los distintos estados conformacionales, la probabilidad de que
una cadena polipeptidica adopte una conformacién determinada, P(¢, v, X;), es una funcién de los
dngulos diedros correspondientes al esqueleto peptidico, asf como de los d4ngulos de torsién de las

cadenas laterales, de acuerdo con la expresién:

exp [~ E(, v, x;)/kT]
P, ¥, 1) =
ke % Y exp [‘E(¢, v, Xi)/kT] av.n

donde la sumatoria en el denominador define 1a funcién de particién conformacional, Q, k es la
constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta del sistema.

Por lo tanto, una vez conocido el perfil energético en funcién de cada uno de los dngulos
diedros, el promedio de Boltzmann de la superficie accesible al disolvente, <ASA>, puede

estimarse de acuerdo con la ecuacioén estdndar:

Y. ASAO,y.x,) - exp[~E@,y,x,) /KT
¥ exp[~E@.yx,)/KT]

<ASA> = Y ASA(O,v.%;) ' P(d,y,x;) =
(Iv.2)

Es de esperar que la utilizacién de estos valores de accesibilidad promedio permitan
mejorar la precisién con que puede llevarse a cabo el célculo de las distintas magnitudes
termodindmicas, lo cual presenta un especial interés si, como ocurre en nuestro caso, se pretende
evaluar pequefios cambios en accesibilidades, como es el caso de los asociados a mutaciones en
hélices expuestas al disolvente, que permitirfan el cdlculo de las propensiones helicoidales de cada

uno de los aminodcidos.
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IV.A.2.-Métodos

IV.A.2.1.-Célculo de dreas accesibles promedio en conformacién helicoidal.

En el caso de conformaciones nativas, en las cuales las posibilidades de rotacién (tanto de
los dngulos diedros de la cadena principal como de los correspondientes a las cadenas laterales
enterradas en el interior de la proteina) se encuentran muy restringidas, puede considerarse, como
primera aproximacién, que las posibles fluctuaciones en la accesibilidad al disolvente estdn
fundamentalmente ocasionadas por los cambios en las conformaciones adoptadas por las cadenas
laterales que se encuentran localizadas en la superficie molecular.

Numerosos estudios conformacionales han demostrado la existencia de cierta correlacién
entre la localizacién y extension de las regiones conformacionales accesibles a una cadena lateral
y la conformacién adoptada por el esqueleto peptidico. Esta dependencia es especialmente
notable en el caso de conformaciones helicoidales, para las cuales se producen las mayores
restricciones conformacionales en los 4ngulos y; y , de la cadena lateral como consecuencia de
la localizacién de los 4tomos del esqueleto (McGregor et al., 1987).

Con objeto de poder realizar posteriormente el cdlculo de las propensiones helicoidales de
los distintos aminodcidos con suficiente precisién, se procedié al cédlculo del promedio de
Boltzmann de las 4reas accesibles al disolvente de cada uno de los amino4cidos en conformacién
helicoidal. Para ello se requiere la generacién de una distribucién significativa de conformaciones
estéricamente accesibles al sistema, asf como el consiguiente cdlculo de la energia correspondiente
a cada una de ellas, lo que permitird, de acuerdo con las ecuaciones anteriormente expuestas, la
estimacion de la funcién de particién y de sus respectivas probabilidades.

IV.A.2.1.1.-Construccién de las estructuras helicoidales.

Todos los célculos se han llevado a cabo utilizando hélices estdndar de nueve restos. Las
hélices, de secuencia (Ala),-X-(Ala),, donde X representa cada uno de los veinte amino4cidos con
la excepcion de Pro, se construyeron utilizando el médulo Biopolymers del programa InsightIl
(Biosym) y fijando los 4dngulos diedros de la cadena principal a los valores ¢ = —65°y y = -40°.

Para cada una de estas hélices se procedi6 a la generacién de un extenso juego de
conformaciones mediante la modificacién sistemética de los dngulos diedros de las cadenas
laterales. En el caso de cadenas laterales con un tnico 4ngulo diedro (Cys y Val)? se ha empleado
un intervalo de variacién de 1° entre 0° y 360°, generdndose, por tanto, 360 conformaciones
diferentes. Para aquéllas con dos 4ngulos diedros el nimero de conformaciones generadas es
1296, al considerarse intervalos de variacién para los dngulos y; y X, de 10°. En el caso de

2 En el caso de los amino4cidos Ser y Thr se ha considerado la rotacién del hidrégeno Gamma con
respecto al oxigeno Beta, por lo que se definen dos dngulos diedros efectivos para sus cadenas laterales.
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amino4cidos con cadenas laterales de mayor longitud, los 4ngulos posteriores a ), se mantienen
constantes a un valor correspondiente a la conformacién completamente extendida (X3, X4, X5 =
180°).

IV.A.2.1.2.-Obtencién de los perfiles de accesibilidad.

Para cada una de las conformaciones asi generadas, se procede al cédlculo del 4rea
superficial accesible al disolvente mediante la aplicacién del algoritmo de Lee y Richards (Lee &
Richards, 1971), utilizando un radio para la molécula de disolvente de 1.4 A y un espesor corte
transversal de 0.25 A. De esta forma, se obtienen los perfiles de accesibilidad para cada uno de los
amino4cidos en una hélice alfa en funcién de los dngulos diedros de su cadena lateral.

No todas las conformaciones generadas de este modo son posibles, debido a
impedimentos de tipo estérico; por lo que aquéllas conformaciones que impliquen colisiones
entre las esferas de van der Waals de algunos de sus dtomos (es decir, distancias interatémicas
menores que la suma de los radios de van der Waals correspondientes a los 4tomos implicados)
son rechazadas. El juego de radios empleado para llevar a cabo la seleccion de conformaciones se
muestra en la Tabla IV.A.1. En este punto, a partir inicamente de los perfiles de accesibilidad, es
posible el célculo de la media aritmética de la accesibilidad del amino4cido en posicién central,

considerando exclusivamente las conformaciones estéricamente permitidas.

Tabla IV.A.1: Radios de van der Waals utilizados para identificar las conformaciones con problemas

estéricos.
(A)
C carbonilico 1.35 C alifatico 1.35 (0] 1.20
N 1.27 S 1.02
IV.A.2.1.3.-Obtencion de los perfiles de probabilidad.

Una vez estimada la accesibilidad al disolvente caracteristica de cada una de las
conformaciones adoptadas por la cadena lateral, el cdlculo de su probabilidad requiere la
asignacién de su correspondiente energfa. Para ello se ha recurrido a los perfiles energéticos
calculados previamente por Lee et al. (Lee et al., 1994), que fueron obtenidos utilizando los
pardmetros y funciones potenciales propuestos por Weiner y colaboradores (Weiner et al., 1984) y
por Jorgensen y Tirado-Rives (Jorgensen & Swenson, 1985), e incluyendo interacciones
electrostdticas entre cargas parciales, para cuyo célculo se asigné un valor de 78 a la constante

dieléctrica del disolvente.
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Los cdlculos energéticos fueron realizados con hélices (Ala),-X-(Ala),, idénticas a las
empleadas para la estimacién de las accesibilidades, siendo el procedimiento seguido para la
generacion de conformaciones completamente paralelo al empleado para el célculo de las dreas.
Por tanto, se dispone del valor de 4rea accesible y de energfa para cada una de las conformaciones
generadas de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

Una vez obtenidos los valores de energia, la estimacién de los pesos estadisticos, o factores
de Boltzmann, de cada una de las conformaciones, asf como de la funcién de particién, permite el

célculo de las probabilidades, definidas como:

o CXP[—Ei(XI’ X2)/kT] _ exp[_Ei(xl’ Xz)/kT]
| ? ¥ exp[~E,(x;» X,)/KT]

Iv.3)

donde E,; representa la energfa de cada conformaci6n, k la constante de Boltzmann, T la

temperatura absoluta del sistema, y Q la funcién de particién conformacional.

1V.A.2.1.4.-Cdlculo de los promedios de Boltzmann para las dreas accesibles en

conformacion helicoidal.

Por definicién, el promedio de Boltzmann para el 4rea accesible al disolvente de cada uno
de los amino4cidos puede obtenerse como el producto de la accesibilidad de cada conformacién

por su probabilidad, de acuerdo con la expresion:

Y ASA (X, X,) - exp[~E,(x,» X,) /KT

) exp [~ E, (1, X2) /KT

<ASA> =Y ASA;(X;, X,) " P =
l (IV.4)

Las desviaciones estdndar correspondientes a los valores promedio obtenidos de esta

manera se calculan como:

oo 1j(ASA2> — (ASA)?
n-1 (1V.5)

donde n representa el nimero de conformaciones consideradas y <ASA2> se obtiene como:

¥ ASA(X,. X2)* - exp[-E (X, X2) /KT ]

x CXP[—Ea(Xp Xz)/kT] @IV .6)

(ASA*) = Y ASA(X,, X,)*" P =
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IV.A.2.1.5.-Influencia de cadenas laterales vecinas en la accesibilidad de un aminodcido

determinado.

Con objeto de estimar la influencia que las cadenas laterales de los aminoédcidos vecinos
pudieran tener sobre los valores promedio de las 4reas accesibles al disolvente en conformacién
helicoidal, calculados como se ha descrito en la seccién anterior, se ha aplicado el mismo
procedimiento a las hélices de secuencia Leu-Asn-Ala-Ala-Lys-X-Glu-Leu-Asp-Lys-Ala-Ile,
correspondientes a la hélice 39-50 de la protefna Lisozima T4. Para este sistema se dispone,
ademds de la estructura tridimensional de alta resolucién de la protefna nativa (2LZM.pdb y
3LZM.pdb), de las estructuras resultantes tras la mutacién del resto Ser en posicién 44 por varios
aminoécidos (S44R: 1131.pdb, S44N: 1111.pdb, S44E: 2171.pdb, S441: 1081.pdb, S44K: 1091.pdb,
S44L: 110L.pdb, S44F: 1371.pdb, S44P: 1121.pdb, S44T: 1141.pdb, S44W: 216l.pdb, S44V:
1151.pdb, S44A: 1164.pdb). A pesar de que los cambios globales en accesibilidad y estabilidad de
esta hélices son distintos de los correspondientes a las hélices modelo, las diferencias relativas en
esta posicién son comparables con las calculadas para las hélices estdndar, ya que el sitio de
mutacién se encuentra en el centro de la hélice y completamente expuesto al disolvente (Blaber et
al., 1994).

IV.A.2.2.-Areas accesibles al disolvente en conformaciones desplegadas.

La accesibilidad de cada amino4cido en el estado desplegado de una proteina se ha
estimado tradicionalmente como su 4drea accesible al disolvente en diversos modelos estidndar, que
supuestamente reflejan de forma aproximada la situacién encontrada en un protefna
desnaturalizada, o en cadenas polipeptidicas no estructuradas. Entre los més frecuentemente
utilizados pueden destacarse los tripéptidos de secuencia Ala-X-Ala o Gly-X-Gly en
conformacién completamente extendida.

Como se ha discutido en la seccién II1.2.4, estas representaciones constituyen una pobre
representacion del estado desplegado de una protefna debido a que, ademds de ignorar los efectos
que la presencia del resto de la cadena peptidica pueda tener en la accesibilidad de un amino4cido
determinado, proporcionan una descripcién estdtica del sistema. En este contexto, algunos
estudios recientes han demostrado que la aplicacién de estos modelos conduce a la sobrestimacion
de los cambios en 4reas accesibles al disolvente asociados a procesos de plegamiento de protefnas
(Creamer et al., 1995; Creamer et al., 1997).

El valor de la superficie accesible al disolvente de los distintos aminodcidos en el estado
desplegado de una protefna depende tanto de los 4ngulos de las cadenas laterales como de los
correspondientes al esqueleto peptfdico. Aunque, en principio, la accesibilidad de un aminoécido
concreto puede verse condicionada por la conformacién adoptada por los demds restos de la
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cadena, puede considerarse, en una primera aproximacion, que, en ausencia de estructura
secundaria residual, la conformacién de cada amino4cido en el estado desplegado es
independiente de la adoptada por el resto de la cadena. Como consecuencia, es posible considerar
que el drea accesible al disolvente de un amino4cido determinado en el estado desplegado
dependerd fundamentalmente de los valores adoptados por sus propios 4ngulos diedros.

Con objeto de estimar los cambios en accesibilidad de los distintos aminodcidos como
consecuencia de las fluctuaciones conformacionales de su esqueleto peptidico, se procedié al
célculo del 4drea accesible al disolvente de cada amino4cido en la posicion central de un tripéptido
de secuencia Ala-X-Ala en funcién de sus 4ngulos diedros ¢ y y.

IV.A.2.2.1.-Construccion de los tripéptidos.

Los tripéptidos se construyeron en conformacién completamente extendida utilizando el
médulo Biopolymers del programa Insightll (Biosym). Los 4ngulos diedros correspondientes al
esqueleto peptidico de los amino4cidos situados en los extremos del tripéptido se fijan a 180° y
todas las cadenas laterales se construyen con los valores correspondientes a las conformaciones

completamente trans.

IV.A.2.2.2.-Cdlculo de perfiles de accesibilidad en el estado desplegado.

Para cada uno de los tripéptidos construidos se procedi6 a la generacién de diferentes
conformaciones mediante la modificacién sistemdtica de los 4ngulos diedros del esqueleto
peptidico del aminoécido central a intervalos de 10°, siguiendo un procedimiento similar al
descrito anteriormente para las conformaciones helicoidales. Al igual que en dicho caso, no todas
las conformaciones generadas son posibles debido a los impedimentos estéricos impuestos tanto
por el esqueleto de la cadena peptidica como por las cadenas laterales, por lo que las
conformaciones que presentan solapamientos entre las esferas de van der Waals son rechazadas.

Conviene sefialar 1a elevada sensibilidad que la localizacién y extensién de las regiones
conformacionales permitidas presentan con respecto a la asignacién de los radios de van der
Waals de cada tipo de 4tomo. En nuestro caso, se han utilizado los radios propuestos por Leach y
colaboradores (Leach’ et al., 1966), que se muestran en la tabla IV.A.2, para llevar a cabo la

seleccién de las conformaciones permitidas.

Tabla IV.A.2: Radios de van der Waals utilizados para identificar las conformaciones con problemas estéricos.
(A)

C carbonilico 1.35 C alifatico 1.35 - (0] 1.20
N 1.27 S 1.02
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IV.A.3.-Resultados y discusién.

1V.A.3.1.-Célculo de dreas accesibles promedio en conformacién helicoidal.
IV.A.3.1.1.-Perfiles de accesibilidad y probabilidad.

El procedimiento seguido para llevar a cabo el célculo de las dreas accesibles al disolvente
promedio en la conformaci6n helicoidal se ilustra en la figura IV.A.1 para el caso concreto del
amino4cido Fenilalanina. La grifica en el panel superior izquierdo representa el perfil de energia,
calculado por Lee y colaboradores (Lee et al., 1994) en funci6n de los dngulos X; y X, de la
cadena lateral. Los valores de energfa se representan en forma de curvas de nivel con respecto al
minimo en energfa, espaciadas a intervalos de 2 kcal-mol-l. En el panel superior derecho se
muestra el correspondiente perfil de probabilidad, donde las lineas de contorno representan las
conformaciones con valores de probabilidad 10-5, 104, 10-3, 3 -10-3, 5-10°3, 7-10-3, 102, 2-10-2,
3-10-2, 4-10-2 y 5-10-2. En la parte inferior de la figura se representan los perfiles de 4reas
accesibles polares y apolares correspondientes a dicho aminoécido.

IV.A.3.1.2.-Areas accesibles promedio.

En la tabla IV.A.3 se muestran los valores de 4reas accesibles apolares (seccién superior) y
polares (secci6n inferior) para los distintos aminodcidos en la posicién central de la hélice. La
primera columna recoge el drea accesible al disolvente de la conformaci6n correspondiente al
minimo energético para cada uno de los aminoicidos. La segunda columna muestra los
promedios de Boltzmann y sus correspondientes desviaciones estdndar, mientras que en la tercera
se recogen los valores correspondientes a la media aritmética resultante de promediar las
accesibilidades de todas las conformaciones permitidas estéricamente. Los mismos valores se
representan en la figura IV.A.II, en la que se puede observar la similitud existente entre los valores
de accesibilidad en el mfnimo de energfa potencial (representados mediante baras negras) y los
correspondientes promedios de Boltzmann (barras blancas). Asfmismo, las pequefias diferencias
existentes entre el promedio ponderado energéticamente (promedios de Boltzmann) y los valores
de 1a media aritmética (correspondientes a las barras rayadas de la figura), indican la ausencia de
grandes variaciones en accesibilidad dentro de los limites del espacio conformacional accesible a
las distintas cadenas laterales.

La tdltima columna incluida en la tabla IV.A.1 muestra los promedios de Boltzmann,
obtenidos a partir de las estructuras correspondientes a los distintos mutantes de Lisozima T4.
Como se puede observar, estos datos indican la ausencia de diferencias significativas en cuanto a
la accesibilidad promedio de cada aminoécido en la conformacién helicoidal como consecuencia

de la presencia de cadenas laterales m4s o menos voluminosas en posiciones cercanas en 1a hélice.
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Tabla IV.A.3: Valores promedio de ASA para los distintos aminoicidos en la posicion
central de una hélice alfa.

Aminoacido

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile

Lys
Met
Phe
Ser

Thr
Trp
Tyr
Val

ASAap, min ASAap, Boltz ASAap, num ASAap, Lisoz
65.50 65.50 + 0.00 65.50 £ 0.00 51:29
70.23 70.21 £ 0.13 71.04+7.44 75.37
27.62 28.59 + 0.12 33.92+6.51 31.00
33.16 37.09 £ 0.14 4144+522 e
42.64 50.00 £+ 0.13 53.65+897 e
49.34 62.94 +0.28 60.24 + 8.80 39.46
39.80 39.80 + 0.00 39.80+0.00 31.84
63.83 80.05 + 0.28 7999+991 e

112.35 116.64 £ 0.17 109.47 £ 10.92 106.32
126.91 122.16 £0.16 101.70 + 14.92 105.2
96.46 96.45 + 0.12 90.73 £ 11.72 80.94
93.23 97.98 +0.32 97.38+15.14 e
162.00 160.83 £ 0.18 145.12 £ 16.50 127.82
36.74 35.48£0.09 3945+6.71 -
67.77 63.89+0.30 57.86 +12.44  eeeee-
176.42 165.88 + 0.39 57.05 + 18.87 140.8
137.24 133.22 +0.18 11637+ 15.53 -
97.52 85.17+0.71 93.81+11.13 94.15
ASApol, min ASApol, Boltz A SApol, num ASApol, Lisoz
4.80 4.80%0.00 4.80+0.00 4.49
116.93 117.12+0.14 101.77 £ 17.99 84.59
79.04 76.32+0.23 57.96 +16.34 65.74
69.39 65.56 £ 0.15 49.24+14.14 -
59.44 63.92+ 0.31 51.81+17.72 e
71.39 79.31+0.12 64.37+17.06 -
67.46 61.28 £0.29 55.17+£1391 60.66
9.10 9.10+£0.00 9.10+0.00 5.28
63.42 5721021 48.19+11.76 e
3.17 3.10+£0.02 3.21+149 0.00
5.02 3.88+0.01 340+£1.92 3.15
51.80 48.39+0.15 47.39 + 10.57 41.09
41.63 40.29+£0.14 29.87+1348 ---ee-
2.46 2.5510.04 3.27+£1.92 0.00

34.88 36.33+0.01 482+036 -

14.06 16.36 + 0.01 424+0.69 e

32.25 32.22+0.01 28.39 £ 6.82 20.89

43.76 43.14 +0.04 42.17+£4.03 -

3.86 3.37+0.01 4.08 +£0.76 0.00
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observar la notable variacién en la extensién de las regiones del espacio conformacional
permitidas en el tripéptido Ala-Ala-Ala con respecto al que contiene Gly en la posicién central.
La presencia de cadenas laterales de mayor tamafio, aunque restringe adicionalmente las
posibilidades de rotacién de los 4ngulos ¢ y v, tiene efectos mucho més leves en la libertad
conformacional del esqueleto peptidico, incluso en aquellos casos en que existen ramificaciones
en la cadena lateral.

Los promedios numéricos de las accesibilidades polar y apolar de cada aminoécido,
obtenidos considerando unicamente las conformaciones permitidas estéricamente, se recogen en
la tabla IV.A.3, junto con los valores de sus respectivas desviaciones estdndar y el drea del
correspondiente amino4cido en el tripéptido en conformacién completamente extendida. Se
puede observar que las variaciones en las dreas accesibles al disolvente entre las distintas
conformaciones son pequefias, siendo la desviacién estdndar promedio del 15% para el drea

apolar y del 16% para la polar.
IV.A.3.3.-Escala de propension helicoidal.

Dada la pequefia magnitud de las variaciones en accesibilidad al disolvente entre las
distintas conformaciones del tripéptido, se decidi6 intentar refinar los valores de dreas accesibles al
disolvente de los distintos amino4cidos en el estado desplegado. Con este fin se procedié a la
aplicacion de la parametrizacién estructural de la energética de plegamiento de proteinas al
estudio de las propensiones helicoidales de los distintos amino4cidos, que han sido medidas
experimentalmente en sistemas de naturaleza muy diversa (desde péptidos sintéticos hasta
proteinas) como se ha descrito en la seccién ILA.3.

Estos célculos se realizaron con un doble objetivo: por un lado, comprobar la posibilidad
de predecir los valores de AAG, procedentes de los distintos estudios experimentales, utilizando un
tnico juego de valores de 4reas accesibles al disolvente para los aminodcidos en el estado
desplegado y, por otro, comprobar si los valores empleados, capaces de reproducir los datos
experimentales, se encuentran comprendidos dentro del intervalo de accesibilidades que pueda
presehtar cada amino4cido en el espacio conformacional permitido.

Los valores de AAG experimentales considerados proceden del andlisis de la influencia
que la substitucién de cada uno de los aminoécidos tiene en la estabilidad del sistema. Los
sistemas considerados incluyen dos protefnas (Lisozima T4, en la qué las substituciones se han
llevado a cabo en posicién 44 (Blaber et al., 1994), y Barnasa, de la que se dispone de datos
experimentales para los mutantes en posicién 32 (Horovitz et al., 1992)) y dos péptidos sintéticos
(una cremallera de leucinas de 29 aminoédcidos de longitud, disefiada por O’Neil y DeGrado
(O'Neil & DeGrado, 1990), y un péptido helicoidal monomérico de 21 restos, estabilizado
mediante numerosos puentes salinos (Lyu et al., 1990)). Es interesante hacer notar que en todos
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los casos, los sitios de substitucién se encuentran en posiciones expuestas al disolvente y en las que

la

Tabla 4.A.4; Valores promedio de ASA para los distintos aminodcidos en posiciones centrales de tripéptidos

Ala-X-Ala.

Aminoacido ASA,p, ex ASA.p, num ASA,popt
Ala 64.7 64.7 70.0
Arg 99.5 99.5 87.1
Asn 472 472 38.1
Asp 49.7 49.7 42.1
Cys 38.1 38.1 30.3
GIn 712 712 60.5
Glu 80.9 80.9 71.1
Gly 38.9 389 26.2
His 1124 1124 90.0
Ile 148.2 148.2 110.7
Leu 149.9 149.9 1223
Lys 124.1 124.1 101.3
Met 122.2 1222 104.6
Phe 194.0 194.0 186.8
Ser 543 54.3 53.1
Thr 88.3 88.3 79.5
Trp 201.9 2019 184.5
Tyr 165.1 165.1 175.8
Val 132.4 1324 88.7

ASApol,ex ASApol, num ASApol,opt

Ala 29.2 29.2 36.1
Arg 1439 1439 126.1
Asn 106.6 106.6 104.0
Asp 97.6 97.6 95.0
Cys 95.3 953 75.1
Gln 111.8 111.8 112.5
Glu 91.1 91.1 94.3
Gly 340 34.0 43.1
His 77.6 77.6 68.0
Ile 19.8 19.8 10.9
Leu 275 21.5 26.6
Lys 694 69.4 79.0
Met 70.1 70.1 64.0
Phe 27.0 27.0 36.5

Ser 59.2 392 81.9

Thr 51.8 51.8 41.1

Trp 56.8 56.8 52.3

Tyr 60.3 60.3 714l

Val 18.7 18.7 17.8
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posibilidad de establecimiento de interacciones terciarias o especificas con otras cadenas laterales

es muy pequefia. Esto implica que los efectos que las mutaciones pudieran tener en las
interacciones internas caracteristicas del estado nativo son muy reducidos, maximizdndose, sin
embargo, los efectos de la substitucion en el estado desplegado.

Estos datos experimentales no s6lo representan sistemas de distinta naturaleza, sino que,
ademds, han sido obtenidos mediante diversas técnicas y procedimientos de andlisis a distintas
temperaturas (para una descripcién més detallada de cada sistema ver seccién II.A.3.). De este
modo, las propensiones helicoidales procedentes de las substituciones llevadas a cabo en Lisozima
T4 se han obtenido a 52 °C, las de Barnasa a 25 °C, los datos para la cremallera de leucinas a 20 °C
y los del péptido monomérico a 4 °C. Los valores de AAG para cada uno de los aminoécidos en

los distintos sistemas se muestran en la tabla I1.A.1.

I1V.A.3.3.1.-Cdlculo de propensiones helicoidales. Refinado de los valores de

accesibilidad en el estado desplegado.

Los cambios en energfa libre asociados a cada mutacién se calcularon de acuerdo con la
parametrizacién estructural de la energética descrita en la seccién III.2 y utilizando el mismo
juego de coeficientes en todos los célculos. Los valores de dreas accesibles polares y apolares para
cada amino4cido en el estado nativo utilizados para llevar a cabo los célculos de AAG son los
correspondientes a los promedios de Boltzmann, obtenidos previamente y mostrados en la
segunda columna de la tabla IV.A.3. Unicamente los valores de las 4reas accesibles polares y
apolares de cada amino4cido en el estado desplegado se variaron dentro del intervalo permitido
por el andlisis conformacional realizado con anterioridad, identificindose aquellos valores que
minimizan las diferencias entre los valores calculados y los experimentales.

El mejor juego de valores de 4rea accesible al disolvente para cada amino4cido en
conformaciones desplegadas se muestra, junto con el valor medio de las accesibilidades
correspondientes a todas las conformaciones permitidas estéricamente, en la figura IV.A.5. En
general, los valores de las accesibilidades apolares son de menor magnitud que las
correspondientes a la media aritmética de las 4reas accesibles al disolvente, considerando todas las
conformaciones permitidas. Este comportamiento refleja la tendencia general de las cadenas
polipeptidicas a proteger sus grupos apolares del contacto con el medio acuoso y, por tanto, a
exponer al disolvente un 4rea apolar menor que la correspondiente a su conformacién extendida.
Para los grupos polares, la tendencia opuesta, aunque existente, no resulta tan significativa. Como
promedio, los valores resultantes representan aproximadamente un 85% de los correspondientes a
la media aritmética, en concordancia con los resultados obtenidos mediante andlisis teéricos del
comportamiento de diversos modelos de cadenas polipeptidicas desplegadas (Creamer & Rose,
1995:; Creamer et al., 1995). Estos valores son, a su vez, similares a los descritos recientemente por
Wimley y colaboradores (Wimley et al., 1996).
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Figura IV.A.5: Areas apolares (panel superior) y polares (panel inferior) accesibles al disolvente

para 19 aminodcidos en la posicion central de tripéptidos Ala-X-Ala. Las barras punteadas
muestran los valores correspondientes a la media aritmética de la accesibilidad de cada
aminodcido en las conformaciones estéricamente permitidas. Las barras negras representan los

valores de accesibilidad optimizados, resultantes del ajuste de los datos de AAG experimentales.

En la tercera columna de la tabla IV.A.4 se muestra el juego de valores de 4drea accesible
al disolvente en el estado desplegado, que reproducen satisfactoriamente las propensiones
helicoidales de los distintos amino4cidos en todos los sistemas experimentales considerados. Se
recogen, asfmismo, sus desviaciones estdndar. La tabla IV.A.5 contiene las diferencias en AAG
entre los valores experimentales, y los calculados utilizando este nuevo juego de datos para las
dreas accesibles al disolvente en el estado desplegado para todos los amino4cidos en los distintos
sistemas. En promedio, la diferencia absoluta entre ambos es de 0.09 kcal-mol-! para los datos de
Lisozima T4, 0.14 kcal-mol-! para Barnasa, 0.11 kcal-mol-! para la cremallera de leucinas y 0.08
kcal-mol-! para el péptido monomérico.
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Tabla 4.A.5: Valores de AAG experimentales y predichos para mutaciones de aminodcidos especificosa.

AAG caic- AAGexp (cal/mol)

Aminoacido Barnase Coiled T4-44 Péptido
coil monomérico
Ala -94.76 22.01 -31.87 -77.45
Arg - 85.40 -3743 11274 e
Asn 42.86 203.73 -10.94 25.50
Asp 135.55 169.08 -896  ceeeeee-
Cys 163.20 - 6.50 -2930 0 -
Gln 80.94 161.56 - 200.06 - 56.88
Glu 78.66 151.37 -1220 0 emeeeee-
Gly 0.00 0.00 0.00 0.00
His 69.66 110.29 -23530 0 eeeeeee-
Ile 241.00 82.10 -367.04 151.11
Leu 103.05 18.84 - 139.10 116.36
Lys - 19.40 - 551.35 76.08 e
Met 32.55 106.25 - 102.66 - 54.76
Phe 246.09 3141 -15890 e
Ser - 140.58 -42.68 82.30 - 151.05
Thr 140.09 94.61 -6.73 - 190.33
Trp 400.69 - 10.59 33,59 e
Tyr 277.83 163.91 -206.55 0 eeeeeee-
Val 432.63 294.08 -31.33 -4.71

a Los valores de AAG han sido evaluados a las temperaturas experimentales: 52° C para los datos de Lisozima T4
(Blaber et al., 1994), 25° C para los de Barnasa (Horovitz et al., 1992), 20° C para el coiled-coil (O'Neil &
DeGrado, 1990) y 4 ° C para el péptido monomérico (Lyu et al., 1990).

El andlisis de correlacion entre los valores experimentales y los calculados en este trabajo
para cada uno de los sistemas se presenta en la figura IV.A.6. Para todos los juegos de datos, las
pendientes varfan entre 0.8 y 1.27, siendo el valor medio 1.03 * 0.2, lo que es indicativo de la
ausencia de desviaciones sistemdticas en los cdlculos. Los coeficientes de correlacién varian entre
0.83 y 0.91, encontrdndose en el mismo intervalo descrito por otros andlisis (Mufioz & Serrano,
1995b).

IV.A.3.3.2.-Escala de propension helicoidal. Comparacion con otros trabajos.

Como se puede observar en las gréficas incluidas en la figura IV.A.6, la escala de
propensiones helicoidales para los distintos aminodcidos, desarrollada haciendo uso de la
parametrizacién estructural de la energética de plegamiento de protefnas, muestra una excelente

concordancia con las cuatro escalas experimentales mencionadas en el apartado anterior.
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Asfmismo, se observa una muy buena correspondencia con otras escalas existentes en la literatura,
tanto de cardcter semiempirico como experimental, como se ilustra en la figura IV.A.7.

La correlacion mds notable es la observada entre los valores obtenidos mediante el
algoritmo AGADIR, desarrollado por Muiioz y Serrano (Mufioz & Serrano, 1995b; Muiioz &
Serrano, 1995c¢), y los calculados en este trabajo, que se representa en el panel A de la figura
IV.A.8. Considerando la distinta naturaleza de los dos enfoques, la correspondencia encontrada
entre los resultado que ambos proporcionan resulta especialmente interesante.

La parametrizacién estructural de la energética, como ya se ha discutido en el apartado
I11.2., es de naturaleza termodindmica y se ha desarrollado con el objeto de predecir la energia
libre de Gibbs de péptidos y proteinas a partir de su estructura, y no con el prop6sito especifico de
generar una escala de propensiones helicoidales, por 1o que no contiene consideraciones
estructurales especificas para la formacién de hélices alfa. Por el contrario, el algoritmo AGADIR
estd basado en las teorias de transicion hélice-ovillo estadistico, y considera de forma explicita las
interacciones especificas presentes en las hélices alfa en ausencia de interacciones terciarias. De
este modo, los autores incluyen explicitamente en su tratamiento las distintas contribuciones
procedentes de la formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos del esqueleto peptidico, las
tendencias helicoidales intrinsecas de cada uno de los aminoécidos, las interacciones de
“capping” en los extremos de la hélice, al igual que otras interacciones especificas, como las
establecidas entre grupos cargados y el dipolo de la hélice o entre dos cadenas laterales. La
correspondencia cuantitativa encontrada entre los dos procedimientos constituye una indicacién
de que la parametrizacién estructural de la energética captura de forma efectiva, aunque
implicitamente, las principales interacciones implicadas en la formacién de una hélice alfa.

El panel B de la figura IV.A.8 representa la correlacion existente entre los valores de AAG
calculados con nuestra parametrizacion estructural y los obtenidos mediante el an4lisis
experimental, utilizando los correspondientes modelos termodindmico-estadisticos, de las
transiciones hélice-ovillo estadistico en péptidos ricos en Ala (Rohl et al., 1996). Como se puede
observar, la correlacién entre ambos juegos de valores es buena, aunque en este caso, la pendiente
de la recta de regresién es cercana a 2. Como se ha descrito en la seccién I1.A.4.2, los resultados
experimentales obtenidos con este tipo de sistemas proporcionan sisteméticamente valores de AAG
de mayor magnitud que los procedentes de otro tipo de estudios. Actualmente no se dispone de
una explicacion certera del origen de estas discrepancias, aunque algunos autores han sugerido las
diferencias de volumen entre las cadenas laterales vecinas al sitio de substitucion como posibles
responsables de las diferencias observadas (ver seccién 11.A.4.2.).

La grifica C de la misma figura muestra la correlacién entre los datos experimentales
obtenidos mediante el andlisis de los efectos que diversas substituciones tienen en la estabilidad de
la protefna Ribonucleasa T1 (Pace & Scholtz, 1997). En este caso, Gnicamente se han incluido en
el andlisis de correlacién los valores correspondientes a los amino4cidos no cargados debido a

que, de acuerdo con los autores, estos restos parecen estar implicados en interacciones especificas
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Figura IV.A.3.VII: Comparacion entre varios juegos de datos de Ia literatura y los valores de AAG calculados mediante la parametrizacion
estructural de la energética utilizando los valores optimizados para las dreas accesibles al disolvente en el estado desplegado.
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con otros grupos de la proteina, perturbando, por tanto, los valores de AAG obtenidos
experimentalmente.

Por ultimo, la grdfica D representa la correlacién existente entre las propensiones
helicoidales calculadas en este trabajo y las procedentes de una escala general consenso (Pace &
Scholtz, 1997), desarrollada recientemente con el fin de unificar todos los valores, tanto los
obtenidos experimentalmente, como los procedentes de estudios estadfsticos y semiempfricos,
disponibles en la actualidad. Como puede observarse, y al igual que ocurre con los datos
obtenidos con AGADIR, la correspondencia entre las dos escalas es excelente, obteniéndose una

pendiente muy cercana a la unidad y un elevado coeficiente de correlacién.

IV.A.3.4.-Andlisis termodindmico-estructural de la formacién de una hélice alfa.

La escala de propension helicoidal descrita hasta el momento refleja los efectos que cada
aminodcido introducido en una posicién helicoidal expuesta al disolvente tiene en la estabilidad
del sistema con respecto a Gly. Sin embargo, el andlisis termodindmico de la estabilidad de las
hélices alfa requiere la evaluacion de los valores absolutos de AG, para lo cual es necesario estimar
la energia libre correspondiente al mutante de referencia; el que contiene Gly en la posicién de
substitucion, en nuestro caso.

Baldwin y colaboradores (Baldwin, 1995) han obtenido un valor de AG para Gly de 1.6
kcal-mol-! a 0°C mediante el andlisis de los datos experimentales, obtenidos a partir del estudio de
péptidos ricos en alanina. Por otro lado, el valor estimado por Lyu y colaboradores (Lyu et al.,
1990) a partir del andlisis de los resultados procedentes del estudio de un péptido monomérico
estabilizado por puentes salinos a 4 °C es de 0.47 kcal-mol-!. A estas mismas temperaturas, los
valores calculados en este trabajo, mediante la aplicacién de la parametrizacién estructural de la
energética y considerando el juego de accesibilidades optimizadas para el estado desplegado, son
0.76 y 0.80 kcal'‘mol-!, respectivamente; valores que se encuentran dentro del intervalo
determinado por los resultados experimentales.

La excelente correspondencia observada entre los valores de propensién helicoidal
calculados en este trabajo y los obtenidos experimentalmente para cada aminoécido valida el
empleo de la parametrizacién estructural de la energética para el cdlculo de energias libres
asociadas a procesos de desplegamiento de proteinas y unién de ligandos y permite la
racionalizacion del origen de las diferencias en cuanto a tendencia helicoidal entre los distintos
aminoécidos. Los valores de las diferentes magnitudes termodindmicas correspondientes al
proceso de formacién de una hélice alfa, calculados a 25 °C para cada aminodcido, se muestran en
la tabla IV.A.5. Como se puede observar, en general, la formacién de una hélice alfa se encuentra

favorecida entdlpicamente y desfavorecida en términos entrépicos.

IV.A.3.4.1.-Energia libre de Gibbs.
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Como se puede observar en la figura IV.A.9, en la que se muestran los valores de AG
calculados a 20 °C para cada aminodcido, las propensiones helicoidales de todos ellos se
encuentran comprendidas en un intervalo de 0.8 kcal-mol!, siendo Ala el amino4cido con mayor
tendencia helicoidal y Gly el de caricter mds fuertemente desestabilizador. La diferencia en
energfa libre observada entre ambos (0.8 kcal-mol-1) tiene su origen fundamentalmente en las
diferencias en la entropfa conformacional del esqueleto peptidico de ambos aminoécidos en el

estado desplegado, que es del orden de 0.7 kcal-mol-! a 25 °C.
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Figura IV.A.3.VIII: Escala de propension helicoidal a 25 °C calculada mediante la

parametrizacion estructural de la energética, utilizando los valores optimizados para las dreas

accesibles al disolvente en el estado desplegado.

IV.A.3.4.2.-Entalpta.

En general, dado que los cambios en entalpfa tienen su origen en las modificaciones de las
interacciones intrinsecas y de la hidratacién de los distintos grupos, provocados por el proceso de
formacién de la hélice, estos términos son sensibles al contexto en que se encuentra cada resto,
por lo que deben calcularse para cada caso particular. Ambas contribuciones se encuentran
incorporadas de forma implicita en la parametrizacién estructural de la energética (ver seccion
I11.2.3.I), por lo que no se requiere su evaluacién individual, lo que, como se ha discutido
previamente en la seccién IIL.2., evita tener que calcular los valores de entalpia como la diferencia
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entre dos grandes cantidades de signos opuestos. La parametrizacién estructural predice un
cambio de entalpia promedio para la formacién de una hélice alfa expuesta al disolvente, y en
ausencia de interacciones terciarias, de -0.7 kcal-(mol-res)'! a 25 °C, valor muy similar al derivado
por Mufioz y Serrano (Mufioz & Serrano, 1995c).

Para los amino4cidos Ala y Gly, el cambio entélpico asociado a la formacién de la hélice
es del orden de -1.3 kcal-mol-l, y tiene su origen en la formacién de un enlace de hidrégeno entre
los grupos del esqueleto peptidico, asf como en la simultdnea proteccién del contacto con el
disolvente de una considerable porcién de éste. El valor calculado para Gly y Ala a 25 °C (-1.7
kcal-mol-! y -1.2 kcal-mol-!, respectivamente) es algo mayor que el correspondiente a los demds
amino4cidos. Esto se debe fundamentalmente a la deshidratacién parcial que las cadenas laterales
sufren como consecuencia de la adopcién de la conformacién helicoidal. Esta deshidratacion
lleva asociado un término entdlpico desfavorable, que compensa, en cierta manera, la entalpia
favorable a la formacién de la hélice procedente el establecimiento de los enlaces de hidrégeno.

La diferencia observada entre las entalpias obtenidas para Gly y Ala puede atribuirse a los
efectos que la presencia del carbono beta en el resto de Ala tiene en la accesibilidad de su
esqueleto peptidico. Esta diferencia en entalpfa estd pricticamente compensada en su totalidad por
la diferencia en entropfa de solvatacién entre ambos (T-AAS;, = 0.65 kcal-(K-mol)-1, lo que
convierte a la diferencia en entropfa conformacional del esqueleto peptidico de ambos
amino4cidos (debida fundamentalmente a las restricciones conformacionales impuestas por el
carbono beta del amino4cido Ala en los grados de libertad del esqueleto peptidico) en la principal
responsable de la distintas propensiones helicoidales mostradas por estos dos aminoécidos.

Como ya se ha comentado, para los demds amino4cidos, la adopcién de la conformacién
helicoidal se encuentra acompafiada por una mayor pérdida de accesibilidad al disolvente, debido
a la deshidratacién parcial de las cadenas laterales. En estos casos existe una pequefia
contribucién adicional, de signo positivo, a la entalpfa, que se encuentra acompafiada de su
correspondiente término entrépico compensatorio, y que se traduce en una disminucién de la
entalpfa correspondiente a la formacién de la hélice con respecto a Gly y Ala.

En la actualidad, dnicamente se dispone de medidas calorimétricas directas de la entalpia
de formacién de una hélice alfa para el amino4cido Ala, para el que se han obtenido valores
comprendidos entre -1.0 y -1.3 kcal'‘mol-! (Baldwin, 1995; Scholtz et al., 1991), muy cercanos a
los predichos por los célculos realizados en este trabajo.

IV.A.3.4.3.-Entropfia.

En general, la pérdida de entropfa conformacional del esqueleto peptidico y de las cadenas
laterales como consecuencia del plegamiento contribuye desfavorablemente a la formacién de la
hélice. Dicha disminucién en la entropia conformacional no es equivalente para todos los

amino4cidos, de modo que existen diferencias significativas entre ellos. Como consecuencia, esta
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magnitud contribuye notablemente a la determinacién de las diferentes propensiones helicoidales
de cada aminoédcido (Creamer & Rose, 1992).

De este modo, como ya se ha comentado con anterioridad, la diferencia en propensién
helicoidal existente entre Ala y Gly puede atribuirse casi completamente a la diferencia en
entropfa conformacional de sus respectivos esqueletos peptidicos en el estado desplegado. Para los
dem4s amino4cidos, sin embargo, la disminucién entrépica que conlleva el plegamiento de la
cadena se encuentra parcialmente compensada por el incremento experimentado por la entropia
del disolvente, a consecuencia de la deshidratacién parcial de las cadenas laterales. A pesar de
todo, sin embargo, el cambio total en entropfa asociado a la formacién de una hélice alfa es
generalmente negativo y, por tanto, desfavorable al proceso de plegamiento.

Por tanto, la contribucién entrépica a la propensién helicoidal de cada aminodcido es
variable, y depende de la naturaleza de su cadena lateral. La diferencia entre Gly y Ala se debe
fundamentalmente a la mayor entropia conformacional del esqueleto peptidico del aminodcido
Gly, ya que la presencia del carbono beta en Ala induce un descenso significativo en la entropfa
del estado desplegado (del orden de 2.4 unidades entrépicas) (D'Aquino et al., 1996; Leach et al.,
1966). Para los dem4s amino4cidos, el carbono beta de su cadena lateral es, asimismo, el
responsable de las mayores restricciones conformacionales en el esqueleto peptidico. La presencia
de grupos adicionales en la cadena lateral, con la excepcién de las cadenas ramificadas, no
conlleva una reducci6n significativa de los grados de libertad del esqueleto peptidico. En estos
casos (es decir, amino4cidos con cadenas laterales no ramificadas), la disminucién de la entropia
conformacional de las propias cadenas laterales, como consecuencia de la adopcién de la
conformacién helicoidal por parte del esqueleto peptidico, es 1a causa principal de la disminucién
en propensién helicoidal de estos amino4cidos con respecto a Ala.

Sin embargo, la pérdida de entropia de las cadenas laterales provocada por la formacién
de la hélice no es por sf sola suficiente para justificar por completo las diferentes tendencias
helicoidales observadas entre los amino4cidos. Asf, con la excepcién de Ala y Gly, la proteccién
del contacto con el disolvente de regiones apolares en las cadenas laterales proporciona, a su vez,
una contribucién entrépica favorable, que compensa parcialmente las contribuciones
desfavorables procedentes de la entalpfa de solvatacion y de la entropfa conformacional. Como
consecuencia, las propensiones helicoidales observadas son el resultado de una compleja
combinacién de contribuciones entélpicas y entrépicas, que tienen su origen, tanto en cambios en
1a entropfa conformacional, como en la solvatacién de los distintos grupos de la cadena peptidica.
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IV.B.-APLICACION DE LA PARAMETRIZACION ESTRUCTURAL DE LA
ENERGETICA DE PLEGAMIENTO DE PROTEINAS Y UNION DE LIGANDOS AL
DISENO MOLECULAR. DISENO DE LIGANDOS PEPTIDICOS DE PROTEASAS
ASPARTICAS.

IV.B.1.-Consideraciones generales,

La aplicacién de las diversas técnicas estructurales de disefio molecular a proteinas
permitirfa la racionalizacién de los procesos de disefio de ligandos (en numerosas ocasiones de
naturaleza peptidica como hormonas, inhibidores enziméticos, sustratos o efectores alostéricos)
que presenten una afinidad predeterminada por un receptor protefco especifico. Sin embargo, la
carencia de una funcién energética adecuada, con capacidad para predecir con precisién sus
afinidades de unién, ha constituido uno de los principales obstdculos para el desarrollo de
algoritmos de disefio efectivos basados en consideraciones estructurales.

Como se ha demostrado en numerosos trabajos anteriores, la parametrizacién estructural
de la energética de plegamiento de proteinas y uni6n de sus ligandos posee la capacidad para
predecir la estabilidad global de proteinas, al igual que la existencia y caracteristicas principales de
intermedios termodindmicos de plegamiento (Freire, 1991; Murphy, 1992; Xie, 1993; Xie, 1994 ;
Xie, 1994; Freire, 1995]. Asimismo, esta medotodogia se ha aplicado con éxito a la evaluaci6n de
las constantes de estabilidad de los restos individuales de la proteina (reflejadas en los factores de
proteccion al intercambio hidrégeno/deuterio (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b;
Hilser et al., 1997)detectados mediante técnicas de resonancia magnética nuclear), y al célculo de
la energética de unién de diversos ligandos a protefnas (Gémez & Freire, 1995; Gémez et al.,
1997, Murphy et al., 1993). Por iltimo, y como se ha discutido en el capitulo anterior, la
utilizacion de dicha parametrizacién permite estimar las propensiones helicoidales de los distintos
amino4cidos con una precisién mayor de 0,2 kcal-mol-! (Luque et al., 1996).

Dado que esta parametrizacion ha alcanzado un estado de desarrollo tal, que posibilita la
prediccién precisa de la energética de plegamiento de protefnas, asf como de las afinidades de
unién de diversos ligandos, parece apropiado intentar la aplicacién de sus principios al desarrollo
de estrategias de disefio molecular. En los apartados siguientes se procederd a la descripcién de la
metodologfa de disefio desarrollada en este trabajo. Aunque su finalidad inmediata es el disefio de
ligandos de naturaleza peptidica con afinidades predeterminadas por sus correspondientes
enzimas, esta metodologfa es susceptible de ser extendida, en un futuro, al disefio de ligandos de
diversa naturaleza.

Cualquier algoritmo de disefio molecular debe poseer necesariamente la capacidad de
identificar las conformaciones que minimizan la energfa libre de Gibbs, de modo que, tras cada
modificacion introducida en el sistema, sea posible determinar la conformacién preferentemente
poblada bajo ciertas condiciones experimentales, y sobre la que se ha de proceder a la estimacién
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de la afinidad de unién. Como consecuencia, el desarrollo de un algoritmo de minimizacién
efectivo, asf como su validacién (que requeria su aplicacién a sistemas modelo para los que se
disponga de datos energéticos obtenidos mediante procedimientos independientes) constituye una
etapa preliminar indispensable. Por este motivo, el algoritmo de minimizacién desarrollado en este
trabajo se ha aplicado inicialmente a la optimizacién conformacional de las cadenas laterales de
los distintos amino4cidos situados en posiciones centrales de pequefias hélices peptidicas, sistemas
para los que se dispone de los perfiles energéticos obtenidos por varios autores mediante la
aplicacién de funciones potenciales estdndar.

Una vez comprobado que la incorporacién de la parametrizacién estructural de la
energética en el algoritmo de minimizacién proporciona la resolucién necesaria para localizar
correctamente los minimos energéticos en el espacio conformacional, es posible proceder con el
desarrollo de las estrategias de disefio de inhibidores peptidicos de diversas enzimas. Los sistemas
proteicos escogidos para la aplicacién de esta metodologfa pertenecen al grupo de las proteasas
aspérticas, que constituyen una gran familia de enzimas proteoliticas ampliamente distribuida
entre vertebrados, hongos, plantas y retrovirus, algunos de cuyos miembros han adquirido
extraordinaria relevancia médica. En concreto, nuestra atencién se ha centrado en el estudio de la
interaccién de inhibidores y sustratos de diversa naturaleza con Endothiapepsina (una de las
proteasas asparticas m4s profundamente estudiadas, por 1o que constituye un buen modelo para
iniciar el proceso de disefio de inhibidores), y con la proteasa del virus V.I.H.-1. Esta enzima
retrovirica, que recientemente ha adquirido una gran relevancia médica debido a su papel central
en el proceso de maduraci6n del virus del S.LD.A, constituye uno de los principales objetivos en
el desarrollo terapias efectivas contra la enfermedad.

Con anterioridad, se habfa llevado a cabo con éxito el andlisis termodindmico-estructural
de la energética de unién del inhibidor Pepstatina A a Endothiapepsina (Gémez & Freire, 1995),
lo que permiti6 identificar los restos, tanto en la proteina como en el ligando, que contribuyen
m4s notablemente a la determinacién de la afinidad de uni6n. Asimismo, este tipo de andlisis
posibilit6 1a diseccién de las contribuciones de las distintas magnitudes termodindmicas a la
energfa libre de Gibbs correspondiente al proceso de uni6n del inhibidor. En este trabajo se
presenta un anélisis similar llevado a cabo con la proteasa del virus V.L.H.-1, de modo que se
procede al estudio termodindmico-estructural de la formacién de sus complejos con
Acetil-pepstatina y diversos inhibidores de naturaleza no peptidica, algunos de los cuales estin
siendo empleados actualmente como agentes terapetticos para el tratamiento contra el S.ID.A.

Una vez comprobada la capacidad de la parametrizaci6n estructural de la energética para
reproducir con precisién los resultados experimentales obtenidos con estos sistemas (con lo que
queda asegurado que la metodologfa empleada posee la sensibilidad necesaria para captar el
delicado balance de fuerzas que determinan las afinidades de unién de ligandos de distinta
naturaleza a estas enzimas), se procedi6 a la aplicacién de las estrategias de disefio molecular, que
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incorporan la parametrizacién estructural como funcién potencial, al disefio de ligandos
peptidicos para este grupo de enzimas.

En concreto, se ha llevado a cabo el andlisis termodindmico de la unién de diversos
mutantes del inhibidor universal Pepstatina A a Endothiapepsina. Los nuevos ligandos se
generaron, bien mediante la substitucién de las cadenas laterales en distintas posiciones del
pentapéptido, o bien modificando su longitud. De este modo, ha sido posible establecer una escala
de afinidades de unién para los posibles mutantes en una posicién determinada en la secuencia, e
identificar los restos de la proteasa y del inhibidor que contribuyen mds notablemente a la
energética de unién.

Asfmismo, se ha abordado el proceso de modelado de los complejos de la proteasa del
virus V.ILH.-1 con diversos sustratos peptidicos con objeto de elucidar las bases moleculares de la
aparicion de la resistencia a diversos fdrmacos. Para ello se ha recurrido al andlisis de las
caracteristicas termodindmicas diferenciales de la unién de estos substratos a la enzima con
respecto a las interacciones establecidas con los distintos inhibidores no peptidicos, que potencian

la aparicion de variantes resistentes del virus.

IV.B.2.-Métodos

IV.B.2.1.-Descripcion general del enfoque termodindmico-estructural del disefio

molecular.
IV.B.2.1.1.-Consideraciones generales.

Dado que la afinidad de unién entre una protefna y un ligando cualesquiera estd
determinada por el cambio en la energfa libre de Gibbs correspondiente al proceso de asociacién
entre ambos, el problema central que debe abordar cualquier metodologia de disefio molecular
basada en consideraciones estructurales es, por tanto, la prediccién de su magnitud a partir de la
estructuras tridimensionales, tanto del complejo como de la protefna y ligando libres. Sin
embargo, hasta el momento, la termodindmica tradicional no ha desempefiado un papel relevante
en el desarrollo de las técnicas de disefio molecular debido a la inexistencia de una base tedrica
que relacione, de forma precisa, las caracteristicas estructurales del sistema con su energfa libre de
Gibbs. El desarrollo de ecuaciones paramétricas, como las que constituyen la base de la
metodologfa empleada en este trabajo, que permitan la prediccién precisa de las afinidades de
unién a partir de consideraciones estructurales, sin necesidad de llegar al esclarecimiento absoluto
del origen y naturaleza de cada una de las contribuciones, podrfa consituir una prometedora
alternativa.

Cualquier proceso de disefio molecular implica la substitucién o adicién de grupos de
diversa naturaleza qufmica a la molécula del ligando con objeto de conseguir la afinidad de uni6n
deseada. El efecto de estas substituciones se manifiesta de modo invariable en la magnitud de la
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entalpia y entropfa de unién. Sin embargo, como consecuencia del delicado balance establecido
entre estos términos mutuamente compensatorios, los cambios que las modificaciones
introducidas en el sistema originan en estos pardmetros termodindmicos son generalmente de
mayor magnitud que los efectos resultantes en la energfa libre de Gibbs. Estos fenémenos de
compensacién entalpfa/entropfa constituyen el principal obstdculo en todo proceso de disefio
debido a que cualquier modificacién molecular que se traduzca en contribuciones entdlpicas maés
favorables a 1a unién conlleva contribuciones entrépicas desfavorables. Asimismo, los cambios en
entalpfa y en entropfa se encuentran, a su vez, compuestos por varios términos de naturaleza
opuesta, de tal modo que la entalpfa correspondiente a la formacién de interacciones internas es
de signo contrario a la entalpfa originada a consecuencia de los procesos de desolvatacion, y la
entropfa de desolvatacién se ve compensada por la entropfa conformacional. Por tanto, el
desarrollo de estrategias de disefio molecular efectivas requiere indiscutiblemente la comprension
de dichos fenémenos, con objeto de minimizar las consecuencias de sus efectos compensatorios.
De este modo, aunque la energfa libre de Gibbs es claramente la magnitud de mayor
interés, la determinaci6én experimental, asf como la prediccién estructural, de las dem4s
magnitudes termodindmicas permite el acceso a informacién de gran importancia para el disefio
molecular. El estudio termodindmico de las interacciones entre una proteina y sus ligandos
proporciona, no sélo el valor de la energfa de Gibbs para el proceso de unién (AG), sino los
cambios en entalpfa (AH), entropia (AS) y capacidad calorifica (AS). Ademds de ser responsables
de la dependencia con la temperatura de las constantes de afinidad, dichos cambios en entalpfa,
entropfa y capacidad calorffica reflejan el balance existente entre las distintas fuerzas moleculares,
que contribuyen a la determinaci6n de la energfa libre de Gibbs correspondiente al proceso de
unién. De este modo, la comparacién de los valores predichos por el andlisis
termodindmico-estructural con los obtenidos experimentalmente para las cuatro magnitudes
termodindmicas (AG, AH, AS y ACp) permite determinar si los célculos realizados captan
correctamente la naturaleza y magnitud de las fuerzas implicadas en el proceso de asociacion

entre moléculas.

1V.B.2.1.2.-Estrategia general para el disefio termodindmico-estructural de péptidos.

Dada la naturaleza de la parametrizacién estructural de la energética, consistente en un
conjunto de ecuaciones paramétricas, obtenidas a partir del andlisis estadistico de las magnitudes
termodindmicas y de las estructuras cristalogréificas de alta resolucion disponibles para proteinas
globulares, la opcién m4s natural para sus primeras aplicaciones al disefio molecular es,
obviamente, el disefio de inhibidores y ligandos de naturaleza peptfdica. Por lo tanto, el objetivo
de la metodologia expuesta a continuacién consiste fundamentalmente en el desarrollo de un
ligando peptidico que se una a la protefna bajo estudio con una afinidad determinada. Aunque
posible, la aplicacién de estos procedimientos al disefio de ligandos no peptidicos requerirfa,
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obviamente, el desarrollo de una parametrizacién adicional, especifica para el tipo de compuestos
que se deseen analizar.

El procedimiento de disefio més sencillo implica el conocimiento de la estructura
tridimensional de alta resolucién de un complejo entre la protefna de interés y un ligando
peptfdico, de modo que, tomando dicha estructura como punto de partida, y mediante la
modificacién sistemdtica del péptido, se obtenga como resultado un nuevo ligando, caracterizado
por una afinidad predeterminada por la enzima. Para llevar a cabo el célculo de afinidades de
unién de forma precisa se requiere, en principio, el conocimiento, tanto de la estructura de la
protefna asociada con el ligando, como de su forma libre. En aquellos casos en que unicamente se
dispone de la estructura correspondiente al complejo, es todavia posible evaluar las energfas libres
de Gibbs relativas (AAG) para el proceso de unién de los péptidos modificados con respecto al
complejo original con la misma precisi6n, siendo ain posible el desarrollo del proceso de disefio
molecular. Esta situaci6én se mantiene incluso en el caso de existencia de cambios
conformacionales significativos entre la protefna libre y su forma complejada. En la figura IV.B.1
se muestra un esquema representativo de las principales etapas del proceso de disefio molecular

empleado en este trabajo, y que se desarrollardn a continuacion.

a.-Andlisis termodindmico-estructural del complejo original.

Con anterioridad a la modificaci6n de la estructura del ligando peptidico es necesario
llevar a cabo el andlisis termodindmico-estructural de la energética de unién del péptido original,
por lo que el proceso de disefio termodindmico implica varias etapas preliminares. En primer
lugar, es conveniente aplicar la parametrizacién estructural de la energética al cédlculo de las
magnitudes termodindmicas (AG, AH, AS y ACp) que cabria esperar para la formaci6n del
complejo entre el ligando original y la protefna. Es necesario, a continuacion, estimar la precision
con que se han realizado las predicciones para el sistema bajo estudio mediante la comparacién de
los resultados de los cdlculos con los obtenidos experimentalmente para las distintas magnitudes
termodindmicas. Por iltimo, debe llevarse a cabo un andlisis de las contribuciones individuales de
cada resto constituyente del ligando peptidico a la energética de uni6n. Este andlisis preliminar
proporcionard, por tanto, una visién completa de las interacciones establecidas entre el péptido y
la protefna, as{ como del origen de las fuerzas que contribuyen mds notablemente a la

determinacién de la energética de uni6n, y de las contribuciones relativas de cada aminodcido a la
afinidad.

b.-Modificacién del péptido original.

Una vez realizada la caracterizacién termodindmica del complejo original, se dispone de

dos procedimientos complementarios para el disefio de 1a nueva versién del péptido, consistentes,



172 DISENO DE LIGANDOS

VN

Andlisis del complejo original

-

Busqueda de nuevos ligandos

Minimizacion
termodinamico-estructural

L

Calculo de la energia libre de unién

Figura IV.B.1: Esquema general de las principales etapas del proceso de modelado molecular

utilizado en este trabajo.

bien en la substitucién de cadenas laterales en posiciones ya existentes en la cadena, o bien en la
alteracién de su longitud, mediante adiciones o eliminaciones de restos aminoacidicos. Dado que,

en cualquiera de los casos, se adopta como punto de partida la estructura tridimensional de un
complejo ya existente entre el péptido y la protefna, este procedimiento conlleva la suposicién
implicita de que la estructura global de la protefna en el complejo con los nuevos ligandos
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permanece esencialmente invariable, de modo que los efectos de las modificaciones llevadas a

cabo en el ligando se encuentran restringidos a sus alrededores m4s cercanos.

b.1.-Modificacién de la secuencia: Andlisis mutacional.

La primera alternativa para conseguir modular la afinidad de uni6én del péptido a la
protefna consistirfa en la modificacién de su secuencia aminoacidica. En el supuesto de que se
pretenda conseguir la mayor afinidad posible serfa necesario, por tanto, encontrar aquella
secuencia que minimice el cambio en energfa libre del proceso de unién. Este tipo de anélisis
implica la substitucién de los aminoécidos individuales en el péptido y el cédlculo posterior de la
energfa libre de unién esperada para cada una de las mutaciones. Aunque, en principio, para
péptidos de pequefia longitud serfa posible llevar a cabo una biisqueda exhaustiva de la secuencia
6ptima, los requerimientos computacionales aumentan con extrema rapidez conforme se
incrementa el nimero de restos que constituyen el ligando, de modo que este tipo de
procedimientos resultan prohibitivos. La aplicacién de un algoritmo de bdisqueda, basado en un
anélisis termodindmico-estructural previo del complejo original, constituye una buena alternativa,
dado que, en este caso, el proceso puede restringirse a un conjunto determinado de restos
aminoacidicos. Por ejemplo, en el supuesto de que se pretenda maximizar la afinidad de unién,
puede resultar conveniente centrar el andlisis en aquellos restos que contribuyen en menor medida

a la energfa libre correspondiente al proceso de asociacion.

b.2.-Modificacién de la longitud.

Una vez identificada la secuencia 6ptima, la siguiente etapa l6gica para la modulacién de
la afinidad de unién del péptido implica la adicién de aminodcidos en sus extremos amino o
carboxilo terminal. Asimismo, puede considerarse como una posible alternativa la reduccién de su
secuencia mediante la eliminacién de alguno de los restos, aunque esta operacién tiene
frecuentemente como resultado una disminuci6n en la afinidad. De igual modo que en el caso
anterior, este analisis implica el c4lculo de la afinidad de uni6n para cada modificacién (adicién o

eliminacién) realizada sobre el péptido original.

1V.B.2.1.3.-Minimizacién de conformaciones.

a.-Descripcién general.

Como se ha indicado anteriormente, una de las tareas de mayor importancia en el proceso
de disefio molecular consiste en el cdlculo de las energfas libres de unién correspondientes a las
nuevas estructuras, obtenidas tras la modificacién del ligando original, para lo que se requiere la

identificacién de las conformaciones adoptadas preferentemente por el nuevo ligando. Por tanto,
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para los dos tipos de mutaciones descritas en el apartado anterior, la estrategia a seguir implica la
minimizacién energética con caricter local de la estructura, asumiendo que la conformacion
global de la protefna unida al péptido modificado es similar a la presentada en el complejo
original, de modo que los cambios provocados por las mutaciones se encuentran limitados a las
regiones vecinas al sitio de uni6n.

En la figura IV.B.2 se muestra un esquema del procedimiento seguido para llevar a cabo
la identificacién de las conformaciones correspondientes a los mfnimos energéticos. Las distintas
mutaciones se llevan a cabo mediante la substitucién de la cadena lateral original por la
correspondiente al amino4cido deseado, manteniendo los dtomos del esqueleto peptidico en su
conformaci6n original. A continuacién se procede a la generacién de diferentes conformaciones
de 1a cadena lateral mediante la rotacién sistemitica de sus 4ngulos diedros, cubriendo un
intervalo completo de 360°. En el caso de mutaciones que impliquen la adicién de restos en los
extremos del péptido el procedimiento es idéntico, salvo por la necesidad de incluir los 4ngulos
correspondientes al esqueleto peptfdico del aminodcido afiadido al proceso de minimizacién
energética.

Para cada posible conformaci6n, caracterizada por ciertos valores de los dngulos diedros,
es necesario realizar las siguientes operaciones: en primer lugar comprobar que no existen
colisiones entre los distintos 4tomos del complejo; a continuacién, para aquellas conformaciones
permitidas estéricamente, es necesario evaluar su energfa libre con respecto a la conformacién
original mediante la aplicacién de la parametrizaci6n estructural de la energética descrita en el
apartado IIL.2. y, por tltimo, seleccionar las conformaciones correspondientes a los minimos
energéticos. El proceso completo deberd llevarse a cabo para cada una de la mutaciones, con
objeto de posibilitar la identificacién de la secuencia peptidica que presenta la mayor afinidad de

union.

b.-Seleccién de conformaciones permitidas.

Por razones estéricas, no todas las conformaciones generadas mediante la modificacién
sistemdtica de los 4ngulos diedros son posibles, 1o que hace necesario analizar la posible presencia
de solapamientos entre las esferas de van der Waals de los 4tomos del sistema. De este modo, toda
conformacién que posea al menos una pareja de dtomos situados a una distancia menor que la
suma de sus correspondientes radios de van der Waals es rechazada, procediéndose a una nueva
modificacién de los 4ngulos. Aquellas conformaciones que no presentan problemas estéricos son
sometidas al anélisis termodindmico-estructural, con objeto de estimar sus energfas y
probabilidades.

Como se ha comentado con anterioridad (ver seccién IV.A.2.2.2), la amplitud y
localizacién de las regiones permitidas estéricamente en el espacio conformacional es sensible a la
eleccién de los radios de van der Waals asignados a cada tipo de 4tomos. En esta ocasion, el juego
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de radios empleados es el denominado MMII, que ha sido obtenido por Iljima y colaboradores
(lijima et al., 1987). Estos radios, recogidos en la tabla IV.B.1, representan los valores que mejor

Resto a minimizar Intervalo de modificacién de angulos

+

Calculo de angulos de la conformacién inicial

Fichero PDB

Figura IV.B.2: Esquema general de las principales etapas del proceso de minimizacion utilizado en este

trabajo.

reproducen las estructuras tridimensionales de la base de datos estructurales de protefnas (Iijima et
al., 1987).
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Tabla IV.B.1: Radios de van der Waals utilizados para identificar las conformaciones con problemas estéricos.
(4)

C carbonilico 1.35 C alifatico 1.35 (0] 1.20
N 1.27 S 1.02

c.-Funcién potencial.

Ha quedado claro que, para cada nuevo resto o cadena lateral introducidos en el péptido,
es necesario llevar a cabo el andlisis del conjunto de posibles conformaciones que €stos puedan
adoptar y la evaluacién de la energfa y probabilidad de cada una de ellas. La probabilidad de una
conformacién peptfdica individual, definida por un juego especifico de coordenadas
correspondientes al esqueleto peptidico y a las cadenas laterales, se encuentra determinada por su
energfa de Gibbs.

La funci6én potencial empleada en nuestro caso, AGef, estd especificada por la entalpfa
procedente de las interacciones intra e intermoleculares, establecidas entre el péptido y la proteina,
y por los correspondientes cambios en entalpfas y entropfas de solvatacién, y es una funcién de los
4ngulos diedros de las cadenas laterales y del esqueleto peptidico. El potencial AGef representa la
energfa libre de Gibbs o la funcién potencial de Gibbs de una tnica conformacién, que, por
definicion, no incluye las contribuciones correspondientes a la entropia conformacional del
péptido. Es, por tanto, importante evitar la confusi6n entre esta funcion potencial y la energia libre
de Gibbs asociada al proceso de unién, que incluye las contribuciones de todas las posibles
conformaciones del sistema. La figura IV.B.3 ilustra la situaciéon para dos conformaciones
hipotéticas de una cadena lateral cualquiera. Como se puede apreciar, dichas conformaciones no
s6lo presentan distintas interacciones intramoleculares, sino que también difieren en sus grados de
hidratacién, diferencias ambas que determinan el valor de la funci6n energética AGef.

La probabilidad de una conformacién cualquiera se define de acuerdo con la ecuacion:

e—AGe“IRT

P, = —AG,_ IRT
e o (IV.B.1)

i

donde el numerador es el exponente de Boltzman para la conformacién i, y la sumatoria en el
denominador representa la funcién de particién conformacional, definida como la suma de los
pesos estadisticos de todas las posibles conformaciones.

La funcién potencial de Gibbs, AGef, es la herramienta empleada para identificar la
conformaci6n mds probable de una cadena lateral o un amino4cido completo, de modo que, para

1 0000000000606 000000000000000000c0000000000000000000n000000002
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cada conformacién generada, el correspondiente valor de AGef se calcula a partir de sus
coordenadas tridimensionales, haciendo uso de la parametrizacién estructural de la energética
descrita anteriormente (seccién II1.2.) y excluyendo del célculo los términos correspondientes a la
entropfa conformacional. Para comodidad del lector, las principales ecuaciones y pardmetros del

formalismo se recogen en el apéndice A.2

IV.B.2.2.-Minimizacion de conformaciones helicoidales.
IV.B.2.2.1.-Construccion de las hélices.

Como se ha comentado en la seccién introductoria, con anterioridad a la aplicacién de la
metodologia descrita al disefio de ligandos peptidicos en sistemas reales, es imprescindible
comprobar la habilidad de la funcién potencial empleada, es decir, de la parametrizacién
estructural de la energética de plegamiento de proteinas y unién de ligandos, para localizar
correctamente los minimos energéticos. Para ello, se procedié a la aplicacién del algoritmo de
minimizacién descrito en el apartado anterior a la optimizacién conformacional de las cadenas
laterales en posicién central de hélices alfa expuestas al disolvente, sistemas para los que se
dispone de los perfiles energéticos obtenidos con anterioridad por diversos autores (Janin et al.,
1978; Lee et al., 1994) mediante la aplicacién de funciones potenciales estdndar.

Los célculos se llevaron a cabo sobre hélices modelo, de nueve restos de longitud y
secuencia (Ala),-X-(Ala),, construidas empleando el programa InsightIl (Biosym), de modo que
los dngulos del esqueleto peptidico adopten los valores caracteristicos de una hélice alfa (¢ = -40°

y ¥ = -60°).

IV.B.2.2.2.-Generacién de conformaciones.

Las distintas conformaciones de las cadenas laterales se generaron mediante la
modificacién sistemética de todos sus 4ngulos diedros (); para Cys, Ser, Thr y Val; ¥, y X, para
Asn, Asp, His, Ile, Leu, Phe, Trp y Tyr; X, X2 Y X3 para Gln, Glu y Met; X, X2, X3 Y X4 Para Lys; y
X1 X2» X3» X4» ¥ X5 para Arg) en un intervalo de 360°. Para las cadenas laterales con un unico
dngulo diedro el valor de y; se ha modificado cada grado, para cadenas con dos o tres diedros
cada 10° y por dltimo para cadenas con un nimero mayor de dngulos de torsién cada 30°.

IV.B.2.3.-Estudio termodindmico-estructural de la energética de uniéon de inhibidores a la

proteasa del virus V.I.H.-1.

1V.B.2.3.1.-Cdlculo de la Energia libre de unién.
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Figura IV.B.3: Ilustracion de cémo dos conformaciones diferentes de
la misma cadena lateral no sélo difieren entre si en las interacciones
internas en las que se encuentran implicadas , sino en su grado de
hidratacion, de modo que ambas contribuciones determinan su

energia libre de Gibbs.
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ESCALA DE PROPENSION HELICOIDAL

Figura 4.A.3.1: Ilustracién del procedimiento seguido para el cdlculo
de los valores promedio de las dreas polares y apolares promedio en
conformacién helicoidal para el caso concreto del aminodcido
Fenilalanina. En el panel superior izquierdo se muestra el perfil de
energia en funcién de la conformacion de la cadena lateral como curvas
de energla espaciadas a intervalos de 2 kcal-mol I En el panel superior
derecho se muestra el correspondiente perfil de probabilidad, donde las
lineas de contorno corresponden a los valores 10, 104, 103, 3 -1073,
5.103, 7-103, 102, 2102, 3-10%, 4-102 y 5-10%. Los paneles
inferiores representan los perfiles de accesibilidad polar y apolar, donde
las regiones moradas corresponden a las regiones no permitidas

estéricamente.
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Los cambios en energfa libre asociados a la unién de los inhibidores se han calculado
mediante la aplicacién de la parametrizacién estructural de la energética de plegamiento de
protefnas y uni6én de ligandos (D'Aquino et al., 1996; Gémez & Freire, 1995; G6mez et al., 1995;
Hilser et al., 1996; Luque et al., 1996), desarrollada en el laboratorio del Dr. Freire y descrita en el
apartado IL.2. Las ecuaciones y pardmetros especificos empleados en los cdlculos se encuentran
resumidos en el apéndice A.2.

El cédlculo de las energias libres de unién mediante la aplicacién de la parametrizacion
estructural requiere el conocimiento de las estructuras de los complejos, asf como de la proteina y
ligando libres. En todos los casos, los célculos se llevaron a cabo a partir de las estructuras
cristalograficas publicadas con anterioridad y depositadas en el Banco de Datos de Proteinas. Las
coordenadas del complejo de la proteasa del virus V.ILH.-1 con el inhibidor acetil-pepstatina se
encuentran recogidas en el fichero PDB de c6digo SHVP, mientras que los cédigos
correspondientes a los complejos con los distintos inhibidores no peptidicos, considerados en este
trabajo son: 1HVI para A-77003, 1HVJ para A-78791, 1HVK para A-76928, 1HVL para
A-76889, 9HVP para A-74704, 1HVP para VX-478, 1SBG para SB-203386, 1HBV para
SB-203238, 1HPS para SB-206343, 2UPJ para U-110313, 1GNO para U-89360, 1PRO para
A-98881, y 1HIH para CGP-53820.

a.-Situaciones especiales que deben ser consideradas.
a.l.-Presencia de aminodcidos y grupos poco comunes.

En ocasiones, los ligandos de naturaleza peptidica contienen grupos funcionales
especificos 0 amino4cidos poco comunes que deben considerarse de forma especial. En aquellos
casos en los que el inhibidor contiene algin amino4cido poco frecuente, para el cual no se
dispone de datos de entropfa conformacional especificos, se procede a su asimilacion a alguno de
los veinte amino4dcidos m4s comunes. Este es el caso de Norleucina, presente en algunos de los
inhibidores peptidicos, y que posee el mismo nimero de enlaces y naturaleza muy parecida al
amino4cido Metionina, o los grupos ABA (4cido amino butirico) que se emplean en ocasiones
como substitutos de Cys en la proteasa del virus V.I.LH.-1. En el caso de los restos de estatina, la
nomeclatura empleada se recoge en la figura I1.B.3. Como se puede observar, el grupo hidroxilo
de este resto se nombra como los correspondientes a Ser y Thr, debido a que, por su naturaleza, y
al igual que sucede con estos amino4cidos, se espera que su contribucién a la capacidad calorifica

sea positiva (ver seccién II1.2.3.3.).

a.2.-Estructuras incompletas o con conformaciones miltiples.

Como se ha indicado anteriormente, los célculos de afinidades de unién se realizan

preferentemente, y siempre que sea posible, considerando las estructuras correspondientes al
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complejo y a la protefna libre en disolucién. Dado que se trata de dos estructuras elucidadas
independientemente, es posible que existan discrepancias entre las conformaciones adoptadas por
algunas de las cadenas laterales en la superficie molecular de ambas estructuras. Es importante,
para la determinacién precisa de las afinidades de unién, minimizar las variaciones de
accesibilidad entre las dos estructuras que no se encuentren directamente relacionadas con la
formacién del complejo.

Entre las situaciones mds frecuentes cabe destacar la presencia de dos conformaciones
alternativas para alguna cadena lateral en la superficie molecular, en cuyo caso se procede al
célculo de los pardmetros termodindmicos en ambos casos y al promediado de los resultados
obtenidos. En aquellos casos en que las cadenas laterales no estén bien definidas y no se disponga
de las coordenadas tridimensionales de algunos de sus 4tomos, y siempre que se trate de restos
completamente expuestos y alejados del sitio de unién, se consideran como restos de Ala en
ambas estructuras.

En otras ocasiones, como es el caso de la unién de inhibidores a la proteasa del virus
V.LH.-1, y debido a su naturaleza simétrica, los ligandos se encuentran en el complejo con dos
orientaciones diferentes, en cuyo caso se procede, asimismo, a la evaluacién de los pardmetros

termodindmicos correspondientes al proceso de unién para ambas estructuras.

b.-Cdlculo de accesibilidades.

Los cambios en las superficies accesibles al disolvente asociadas a la unién de los
inhibidores y sustratos se han calculado de acuerdo con el algoritmo de Lee y Richards (Lee &
Richards, 1971), utilizando en todos los casos un radio de 1.4 A para la molécula de disolvente y
un espesor de corte transversal de 0.25 A. Debido a la naturaleza del algoritmo empleado
(descrito en el apartado II1.2.2.3.1, los valores concretos para las superficies accesibles polares y
apolares pueden verse modulados ligeramente con la orientacién de la molécula con respecto al
plano de corte. Como consecuencia, para evitar este tipo de interferencias, y con objeto de
conseguir una mejor definicién de las pequefias diferencias en accesibilidad entre los distintos
inhibidores y sus mutantes, se ha considerado la posibilidad de promediar los valores de
accesibilidad entre multiples orientaciones de las moléculas. En concreto, los célculos presentados
en este trabajo se han realizado considerando 64 orientaciones diferentes con respecto al plano de
corte, generadas mediante la rotacién de la molécula alrededor de los ejes X, Y o Z cada 90°. De
este modo, para cada 4tomo, el valor de accesibilidad utilizado en todos los célculos posteriores es
el resultante del promedio numérico obtenido considerando todas las orientaciones moleculares.

En aquellos casos en que se requieren los valores de accesibilidad para las
conformaciones desplegadas, se emplea el juego de valores optimizados para cada aminodcido
(cuya obtencién ha sido uno de los objetivos del trabajo y que se describe en la seccion
IV.A.2.2.2), de modo que el 4rea accesible para el estado desplegado de cualquier cadena
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polipeptidica se obtiene mediante el producto de la accesibilidad estimada para cada tipo de
aminodcido por el nimero de veces que dicho resto aparece en la secuencia. El cédlculo de las
superfices accesibles correspondientes a los inhibidores no peptidicos libres en disolucién se ha
llevado a cabo sobre sus coordenadas, tal como aparecen en el fichero PDB del correspondiente
complejo.

c.-Cdlculo de entropia conformacional para los inhibidores no peptidicos.

A pesar del carécter no peptidico de ciertos inhibidores de la proteasa del virus V.L.H.-1,
es de esperar que las interacciones establecidas con la proteina sean de naturaleza similar a las que
caracterizan, tanto el proceso de plegamiento de una protefna, como su interaccién con ligandos
de naturaleza peptidica. Por lo tanto, es razonable esperar que las ecuaciones que describen los
cambios de las distintas magnitudes termodindmicas correspondientes a la unién de dichos
inhibidores a la enzima en funcién de las 4reas accesibles al disolvente sean aplicables a estos
compuestos. Sin embargo, el célculo de la entropia conformacional, determinada por el nimero
de enlaces con libertad de giro, asi como por las restricciones conformacionales impuestas por el
resto de la molécula a cada una de las posibles rotaciones, depende de la naturaleza del compuesto
bajo estudio.

Los cambios en entropia conformacional como consecuencia de la unién de ligandos o
del plegamiento se evaluan generalmente mediante la consideracién de tres términos
correspondientes a la exposicién y desplegamiento de las cadenas laterales y al desplegamiento
del esqueleto. La magnitud de cada uno de ellos se ha estimado para los diferentes amino4cidos
mediante el andlisis teérico de la probabilidad de los diferentes conférmeros en funcién de los
dngulos diedros (D'Aquino et al., 1996; Lee et al., 1994). En el caso de los inhibidores
considerados en este estudio, de naturaleza no peptidica, se ha desarrollado una parametrizacién
especial con objeto de poder evaluar, en un primera aproximacion, el cambio en los grados de
libertad conformacionales de estos compuestos al pasar de su forma libre al complejo.

En la figura IV.B.4, donde se muestran las estructuras de los inhibidores considerados, se
pueden observar las diferencias existentes entre ellos en cuanto a nimero de 4tomos y enlaces con
libertad de giro. En general, la entropia conformacional de cada inhibidor en disolucién serd
proporcional al nimero de enlaces con posibilidad de giro que éste posea, aunque, para un
nimero determinado de estos enlaces, las restricciones conformacionales aumentardn con el
nimero total de 4tomos de la molécula. Al igual que ocurre con los ligandos peptidicos, las
posibilidades de rotacién de estos compuestos cuando se encuentran formando parte del complejo
son muy restringidas, considerdndose en este caso con entropfa conformacional nula.

Como primera aproximacion, el cambio en entropia conformacional de los inhibidores no
peptidicos como consecuencia de su unién a la enzima, AS,, .., s¢ ha descrito como una funcién
son muy restringidas, considerdndose en este caso con entropia conformacional nula.
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Figura IV.B.4: Estructura quimica de los inhibidores no peptidicos considerados en este
trabajo.
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Como primera aproximacién, el cambio en entropfa conformacional de los inhibidores no

peptidicos como consecuencia de su unién a la enzima, AS se ha descrito como una funcién

no pept’
lineal del nimero de enlaces con capacidad de rotacién (N,;,) y del nimero total de 4tomos

(N ) que los constituyen:

atomos

AS = kl ' Nmt + k2 ’ Natomos (IV.B.2)

no pept

El valor de los coeficientes k; y k, se obtuvo mediante el ajuste de los cdlculos realizado
con un juego m4ds amplio de inbidores no peptidicos que incluye, ademds de los empleados en
este estudio, algunos inhibidores de renina (SC-46507, SC-46944, SC-47008, SC-47764,
SC-47563, SC-47921), andlogos de angiotensinégeno (Gémez et al., 1997). El valor del
pardmetro k, obtenido del ajuste (-1.76 kcal-(K:mol)-!) es muy similar al estimado para la
rotacién de los enlaces carbono-carbono en parafinas de larga longitud (Schellman, 1955a;
Schellman, 1955b), mientras que el coeficiente k, (0.414 kcal-(K-mol)-!) refleja esencialmente las
restricciones a 1a entropfa conformacional del compuesto, cuando éste se encuentra en disolucién,

impuestas por los impedimentos estéricos procedentes del resto de 1la molécula.

d.-Contribuciones de los efectos de ionizacion.

Frecuentemente, el equilibrio de unién de los ligandos a una proteina se encuentra
acoplado a la protonacién o ionizacién obligatoria de uno o més grupos, tanto en la protefna
como en el ligando. De ser éste el caso, la contribucién adicional al cambio en energfa libre con
respecto a las condiciones en que el grupo se encuentra protonado puede calcularse en términos

de los valores de pK, en el estado inicial y final del proceso, de acuerdo con la ecuacién:

1 O(PK, - pH)
AG,, = -R-T-In oK =5
1+ 10 (IV.B.3)
Del mismo modo, la constante de afinidad global puede calcularse como
K - pH
oy . IO(P'P)
b b, int 1 + IO(PK' - pH) (IV.B.4)

siendo K, ;, la constante de uni6n bajo condiciones en las que el grupo ionizable se encuentra
protonado.

En nuestro caso, diversas evidencias experimentales indican que la unién de inhibidores y
sustratos a la proteasa se encuentra acoplada a la protonacién forzosa de uno de los grupos Asp
25 de la enzima, de forma que ambos presentan diferentes estados de ionizacién en el complejo.
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Los pK, de dichos restos aspérticos difieren significativamente en el estado complejado (pK, <
2.5 y pK, > 6.5) (Smith et al., 1996; Wang et al., 1996). El ensayo de actividad estdndar para la
proteasa se realiza a un pH comprendido entre 4.7 y 5.5 (Abdel-Meguid et al., 1994; Erickson et
al., 1990; Fassler et al., 1993; Hoog et al., 1995; Kim et al., 1995; Lin et al., 1995; Madhusoodan
et al., 1994; Thaisrivongs et al., 1995), por lo que los datos experimentales considerados en este
trabajo se han obtenido bajo condiciones en las que, al encontrarse uno de los grupos asparticos
protonado previamente a la uni6n de los substratos e inhibidores, la dependencia de la actividad
con el pH es mfnima y la contribucién a la constante de afinidad del acoplamiento entre 1a unién
de los ligandos y la protonacién es pequefia. Para llevar a cabo los célculos se ha considerado un
pK, igual a 3.5 para el grupo protonado como consecuencia de la unién (Hyland et al., 1991a;
Hyland et al., 1991b).

e.-Contribucién de la entropia translacional.

En el caso de la aplicacién de la parametrizacion estructural de la energética al estudio de
procesos de unién de ligandos o asociaci6n entre macromoléculas es necesario incluir en el
célculo la contribucién procedente de la reducci6n en los grados de libertad translacionales de las
moléculas implicadas como consecuencia de la uni6n. Debido a que, hasta el momento, no se
dispone de célculos precisos (Janin, 1995; Kauzmann, 1959; Murphy et al., 1994), el valor exacto
de esta magnitud es ain motivo de controversia. Sin embargo en el proceso de desarrollo de la
parametrizacion estructural empleada en este trabajo (Gémez & Freire, 1995; Murphy et al.,
1994) se ha llegado a la conclusién de que el valor que mejor se ajusta a los resultados
experimentales es el correspondiente a la entropfa crética definida por Kauzmann (Kauzmann,
1959). De este modo, para la formacién de un complejo bimolecular el cambio en entropia
translacional es del orden de -8 kcal-(K-mol)-!, lo que se traduce en una contribucién de

aproximadamente 2.4 kcal-mol-! a la afinidad de uni6n a 25° C.

1V.B.2.3.2.-Localizacidn estructural de las contribuciones a la energética de union.

La validacién experimental del andlisis termodindmico-estructural de la energética de
unién de los distintos ligandos a sus correspondientes protefnas puede llevarse a cabo mediante la
determinacién de cuatro magnitudes termodindmicas accesibles experimentalmente como son la
energfa libre de Gibbs o afinidad de unién y los cambios en entalpfa, entropia y capacidad
calorffica. Mediante la comparacién entre los valores calculados haciendo uso de la
parametrizacion estructural de la energética y los obtenidos experimentalmente para estas cuatro
magnitudes es posible evaluar su capacidad, no s6lo para proporcionar los valores adecuados para
la afinidad de unién, sino para captar el delicado balance existente entre las fuerzas que la

determinan. Por lo tanto, una vez comprobado que éste es el caso, la construccién de un mapa
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estructural que represente la contribucién que cada resto individual aporta a la energética de
unién se encuentra justificada.

Este mapa estructural estd compuesto Gnicamente por aquellas interacciones que pueden
asignarse a restos o 4tomos especfficos en el complejo, de modo que las contribuciones globales
como la entropfa critica, que tnicamente pueden definirse para el sistema en su conjunto, no se
encuentran incluidas. Los mapas estructurales pueden definirse en términos de entalpias, entropia,
capacidades calorificas, energfas libres de Gibbs, u otras contribuciones m4s especificas como
entropias conformacionales y de solvatacién.

Recientemente se han presentado los resultados del andlisis termodindmico-estructural de
la unién entre la proteasa aspdrtica Endothiapepsina y su inhibidor de alta afinidad Pepstatina A
(Gémez & Freire, 1995), proceso para el que ha sido posible realizar la diseccién de las diferentes
contribuciones entélpicas y entrépicas al cambio en energfa libre total, asi como estimar las
contribuciones de cada resto a la energética global del proceso. De este modo, es posible
identificar aquellas regiones de la protefna y del inhibidor que contribuyen m4s favorablemente a
la energfa libre de Gibbs e identificar posibles posiciones favorables que puedan facilitar el
proceso de disefio.

1V.B.2.3.3.-Cdlculo de las constantes de estabilidad por resto.
a.-Constantes de estabilidad de restos individuales.

Para un resto determinado, la constante de estabilidad aparente kp j se define como la
relacion entre 1a probabilidades de todos los estados en los que dicho resto se encuentra plegado
P, ; y aquéllas de los estados en que estd desplegado P, ; , de modo que:

b = estados con resto j plegado _ P,
;= =
Y P, P"'J'
estados con resto j desplegado (IV.B.5)

La constante de estabilidad por resto, k;, ;, es la magnitud que se medirfa si fuera posible
determinar experimentalmente la estabilidad de una protefna siguiendo el comportamiento
individual de cada resto. Como consecuencia, los valores de las constantes de estabilidad
individuales permiten estimar las diferencias en estabilidad estructural entre las distintas regiones
de la proteina. En muchos casos, los factores de proteccién para el intercambio de
hidr6geno/deuterio obtenidos mediante resonancia magnética nuclear posibilitan 1a determinacién
experimental de dichas constantes individuales de estabilidad.

El algoritmo COREX (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b; Hilser et al., 1997),
desarrollado recientemente en el laboratorio del Dr. Freire, permite, mediante la generacién de

una amplio conjunto de estados parcialmente plegados y la evaluacién de sus energfas libres
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haciendo uso de la parametrizacion estructural de la energética, el cdlculo de la distribucién de
probabilidad. Mediante este enfoque termodindmico-estadfstico, una vez conocidas la
probabilidades de cada estado, se dispone de toda la informaci6n necesaria para estimar, no s6lo
las ya mencionadas constantes de estabilidad por resto, sino otras magnitudes termodindmicas de
naturaleza macroscépica, como la Tm y la entalpfa asociadas a una transicion calorimétrica.

b.-Aplicacién al estudio de la proteasa del virus V.I.H.-1.

Los valores de las constantes de estabilidad por resto para la proteasa del virus V.I.H.-1 se
calcularon de acuerdo con el algoritmo COREX (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b;
Hilser et al., 1997), empleando 1la estructura de la proteina libre (correspondiente al fichero pdb de
c6digo 1HHP) o bien las estructuras de la protefna procedentes de los complejos tras haber
eliminado las coordenadas correspondientes al inhibidor. De este modo, y de acuerdo al
algoritmo COREX, se han generado 126 496 estados con diversos grados de plegamiento, desde
el estado nativo hasta el completamente desplegado, utilizando una ventana de 16 restos que se va
desplazando a lo largo de la secuencia de la protefna. La probabilidad relativa de cada uno de los
estados generados, que contribuyen a la funcién de particion, se obtiene mediante el cdlculo de su
energfa libre de Gibbs haciendo uso de la parametrizacion estructural de la energética de

plegamiento, descrita anteriormente (Secci6n II1.2).

1V.B.2.4.-Modelado de ligandos peptidicos para proteasas asparticas.

1V.B.2.4.1.-Disefio de inhibidores peptidicos para Endothiapepsina relacionados con
Pepstatina A.

a.-Identificacién de posiciones de mutacion.

Como se ha comentado anteriormente, el pentapéptido Pepstatina A de secuencia
Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta, donde Iva representa al 4cido isovalérico, es un potente inhibidor natural
de las proteasas aspérticas. Este compuesto contiene dos restos del amino4cido poco usual estatina
(4cido 4(S)-amino-3(S)-hidroxi-6-metilheptanoico), de modo que el situado en posicion central
actda como un andlogo no hidrolizable de los dos restos adyacentes al enlace peptidico que sufre
el proceso de hidré6lisis en el sustrato. En la figura I1.B.3 se muestra una representacién
esquemdtica de su composicién qufmica y estructura.

Con anterioridad, G6mez y Freire (G6mez & Freire, 1995) llevaron a cabo el andlisis
experimental y termodindmico estructural del proceso de unién entre este potente inhibidor y la
proteasa fiingica Endothiapepsina, por lo que se dispone, no sélo de los valores de la energfa libre
de unién, sino de las demds magnitudes termodindmicas como entalpfa, entropfa y capacidad
calorffica. Asfmismo, se ha descrito la localizacién estructural de los restos individuales que

0000000000000 0600000000000000000000000000c0cccccac
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contribuyen mds notablemente a la afinidad de unién, tanto en la enzima como en el inhibidor.
En la figura IV.B.5 se muestran las contribuciones a la energfa libre de cada uno de los
aminodcidos que constituyen este inhibidor, informacién en la que nos hemos basado para
seleccionar la posicién en la que llevar a cabo el andlisis mutacional, con el fin de optimizar la
afinidad con que se une a la protefna. El resto de Ala en posicioén 5 es, con diferencia, €l més
débilmente estabilizador, por lo que consitituye un buen candidato para llevar a cabo las
diferentes substituciones, ya que es de esperar que los efectos de cualquier mutacién se

maximicen en esta posicion.

200

AG (25 O)
(cal/mol)

IVA-1 VAL-2 VAL-3 STA-4 ALA-5 STA-6

Figura 4.B.5: Contribuciones individuales de los restos de Pepstatina A a la afinidad de unién
a Endothiapepsina.

b.-Generacién de los inhibidores mutantes.

Una vez identificada la posicién 6ptima en la que realizar las substituciones, es necesario
seleccionar las cadenas laterales que deberdn introducirse en dicha posicién. Dada la naturaleza
hidrofébica del sitio de uni6én y la importancia que estas contribuciones tienen en la
determinacién de la afinidad, de acuerdo con el andlisis realizado por G6mez y Freire (Gémez &
Freire, 1995), parece 16gico proceder a la substitucién de la Ala en posicién 5 por restos de
creciente hidrofobicidad. De este modo, se han considerado doce posibles mutaciones en dicha
posicién: Cys, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val.

Asfmismo, con objeto de mejorar la solubilidad del ligando y facilitar el andlisis

calorimétrico se decidié llevar a cabo la adicién de un resto glutdmico en el extremo carboxilo
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terminal del péptido, ain a pesar de la prediccién preliminar de un descenso en la afinidad de
unioén.

En todos los casos se emplaron las coordenadas del complejo original, disponible en el
banco de datos de protefnas bajo el c6digo 4ER2, como patr6n para generar las estructuras de los

complejos con los nuevos inhibidores.

c.-Optimizacién energética de la conformacion de los inhibidores.

Como se ha comentado anteriormente, para cada una de estas mutaciones es necesario
identificar la conformacién m4s probable del péptido modificado cuando se encuentra unido a la
enzima, proceso que se ha llevado a cabo de acuerdo con el algoritmo de minimizacién descrito
en el apartado IV.B.1.1.3.

De este modo, se procedi6é a la modificacién sistemética de todos los 4ngulos de torsién de
las cadenas laterales entre en un intervalo de 360° (y; para Cys, Ser, Thr y Val; X, y X, para Asn,
Asp, His, Ile, Leu, Phe, Trp y Tyr; X;, X2 ¥ X3 para Gln, Glu y Met; %, X2, X3 Y X4 Para Lys; y X,
X2» X3» Xa» Y X5 Para Arg). Para las cadenas laterales con un tnico dngulo diedro el valor de y,; se
ha modificado cada grado; para cadenas con dos o tres diedros cada 10°; y, por dltimo, para
aquellas cadenas con un nimero mayor de 4dngulos de torsién, cada 30°. En aquéllos casos en que
se requiere la minimizacién de las conformaciones del esqueleto se han empleado intervalos de
10° para la modificacién de los 4ngulos diedros ¢ y y.

d.-Cdlculo de las afinidades de union.

La afinidad de unién de los péptidos modificados por la proteina viene determinada por la
energfa libre de Gibbs que, como se ha descrito anteriormente (seccién IV.B.1.1.3), puede
obtenerse a partir de las estructuras del complejo, de la protefna y del péptido libres. En todos los
casos, para el cédlculo de las afinidades de uni6n, se han considerado las coordenadas
correspondientes a la conformacién que minimiza la funcién potencial de Gibbs en cada
complejo . Para la protefna libre, se han utilizado las coordenadas espaciales correspondientes al
fichero PDB de c6digo 4APE. Para los péptidos libres se han empleado las accesibilidades al
disolvente correspondientes a los valores optimizados descritos con anterioridad (seccién
IV.A.2.2.2) y recogidos en la tabla IV.A.4 (Luque et al., 1996).

La precisién con que se realizan los célculos depende directamente de la precisién con
que se determinan las superficies accesibles al disolvente, tanto del complejocomo de la enzima y
el inhibidor libres en disolucién. Por lo tanto, siguiendo un procedimiento similar al descrito en la
seccién IV.B.2.3.1.b para el cédlculo de las afinidades de uni6n de los inhibidores no peptidicos, se
han considerado 64 orientaciones diferentes con respecto al plano de corte, generadas mediante la
rotacion de las estructuras alrededor de los ejes de coordenadas X, Y y Z cada 90°, de modo que
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las 4reas accesibles polares y apolares utilizadas en los célculos de las afinidades de uni6n son las

correspondientes al promedio entre todas las orientaciones.

1V.B.2.4.2.-Modelado de sustratos de la proteasa el virus V.I.H.-1.

El andlisis termodindmico estructural del proceso de unién de los sustratos a la proteasa
del virus V.L.H.-1 se ve dificultado por la imposibilidad de obtener estructuras cristalograficas de
los complejos, debido a la rapidez con el sustrato se hidroliza una vez unido a la enzima. Por lo
tanto, y con objeto de proceder al andlisis de las interacciones que determinan la afinidad de
unién de los sustratos, se procedié a la elaboracién de un modelo estructural para sus complejos
con la enzima. Las estructuras tridimensionales de los complejos entre los sustratos y la proteasa
se han obtenido a partir de las existentes para distintos inhibidores peptidicos (que no son sino
andlogos no hidrolizables de los sustratos) mediante la aplicacion del algoritmo de disefio descrito

anteriormente.

a.-Sustrato cromogénico.

En muchos casos la investigacion de la cinética enzim4tica requiere 1a introduccién en el
sustrato de un grupo cromogénico, cuyas propiedades espectroscépicas se modifiquen como
consecuencia del proceso de hidrdlisis, y que, por tanto, permita seguir su curso mediante alguna
de las técnicas espectroscOpicas habituales. Uno de los sustratos m4s ampliamente utilizado para la
realizacién de los ensayos enzimdticos con la proteasa del virus V.I.LH.-1 es el nonapéptido
cromogénico de secuencia Lys-Ala-Arg-Val-Nle-Nphe-Glu-Ala-Nle-NH,, donde nPhe y Nle
representan a los amino4cidos p-nitro-fenilalanina y norleucina, respectivamente. La estructura
tridimensional del complejo entre dicho sustrato y la proteasa se ha generado a partir de las
coordenadas correspondientes al complejo con el inhibidor peptfdico de secuencia Ace-Thr-
Ile-Nle=Nle-Gln-Arg-NH, (donde = representa la existencia de un enlace peptidico reducido y
Ace un grupo acetato), cuya estructura se ha resuelto a 2.3 A de resolucién y se encuentra
depositada en el banco de datos de proteinas bajo el c6digo 4HVP.

El inhibidor posee seis aminoédcidos con un enlace peptidico reducido entre los restos de
norleucina en posiciones 3 y 4, mientras que el sustrato cromogénico, por otro lado, consta de
nueve restos, de los que tnicamente se conserva el resto de Nle 3 del inhibidor. El disefio del
sustrato se lleva a cabo utilizando el inhibidor peptidico como patrén, mediante la combinacién
adecuada de sustituciones y adiciones. Al igual que se ha descrito en la seccién anterior con
respecto a los mutantes de Pepstatina A, cada modificacién debe ir acompafiada por una etapa de
minimizacién estructural, con el objeto de identificar, haciendo uso de la parametrizacién
estructural de la energética descrita en el capftulo III.2, la conformacién m4s probable adoptada

por el nuevo péptido.



192 DISENO DE LIGANDOS

En la figura IV.B.6 se muestra un esquema del procedimiento de disefio seguido en este
caso, en el que los circulos en negrilla representan los restos que se sustituyen en cada paso y los
cuadros sombreados aquéllos que ya han sido modificados y optimizados en etapas anteriores.
La primera etapa representa la modificacién del enlace entre los restos de norleucina, que se
encuentra reducido en el complejo original, utilizando el médulo Biopolymers del programa
InsightIl de Biosym. Las siguientes etapas, desde el tercer paso hasta el octavo, representan la
sustitucion de aminoécidos ya existentes en la cadena, llevadas a cabo utilizando el esqueleto
peptidico del ligando original como patrén. En estos casos s6lo se requiere la minimizacién
posterior de sus cadenas laterales. Por 1ltimo, las tres etapas siguientes consisten en la adicién de
un resto en los extremos del péptido, en cuyo caso, se procede a la minimizacién del amino4cido
completo.

Ace Thr lle Nle Nle Gin Arg NH2

Ace || Thr lle Nle Nle L Gin [

Ace Thr lle Nle Nle Gin

(%) |2

[ Ace | | Thr o || N
Acs | Thr e |1 Nie
Nle NH2
Nle t NH2
Nle ‘ AR NH2
'
Nie - Gln Nie NH2

Figura 4.B.6: Procedimiento seguido para el disefio del sustrato cromogénico a partir de
la estructura correspondiente al complejo del inhibidor
Ace-Thr-1le-Nle=Nle-GIn-Arg-NH,, recogida en el fichero 4HVP.
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b.-Sustrato natural.

El segundo de los sustratos modelados en este trabajo, de secuencia
Val-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-Gln, representa uno de los ocho sitios fundamentales de corte
en los precursores poliproteicos gag y gag-pol (Dunn et al., 1994), representados en la tabla
IL.B.1. La estructura del complejo de este nonapéptido con la proteasa del virus V.I.LH.-1 se ha
obtenido utilizando como punto de partida dos estructuras distintas, correspondientes a complejos
de 1a enzima con diferentes inhibidores peptfdicos, con el fin de comparar las estructuras finales
obtenidas en ambos casos.

En primer lugar se procedié al modelado de dicho sustrato nonapeptidico a partir del
complejo con el inhibidor Ace-Thr-Ile-Nle=Nle-GIn-Arg-NH, (caracterizado por la presencia de
un enlace reducido entre los dos restos de Norleucina), correspondiente al fichero PDB de cédigo
4HVP, y que ha sido utilizado asimismo para el modelado del sustrato cromogénico. El
procedimiento empleado es muy similar al descrito para el caso anterior.

La segunda estructura empleada como patr6n es la correspondiente al complejo entre el
inhibidor peptidico JG-365, de secuencia Ace-Ser-Leu-Asn-Phe=Pro-Ile-Val-oMe, en el que el
enlace peptidico hidrolizable (representado como =) se ha sustituido por un anédlogo
hidroxietil-amina, resistente a la hidr6lisis. La estructura de dicho complejo se encuentra
depositada en el banco de datos de proteinas bajo el c6digo 7THVP.

El procedimiento llevado a cabo en este caso es ligeramente diferente al anterior ya que,
dado que el andlogo no hidrolizable posee un 4tomo adicional con respecto a un enlace peptidico
normal, no es posible la utilizacién del esqueleto completo como guia. Por lo tanto, se decidi6
tomar como patrén inicial la primera parte del ligando constituido por los restos
Ace-Ser-Leu-Asn-Phe y, tras realizar las substituciones necesarias en dicha porcién del péptido
(siguiendo un proceso similar al descrito anteriormente), se procedi6 a la adicion de cada uno de
los restos siguientes hasta completar 1a secuencia.

Las adiciones llev>adas a cabo hasta el momento consituian los extremos del péptido, por lo
que no fue necesario considerar la posible influencia que la presencia de restos posteriores en la
cadena pudiese tener sobre el resto minimizado. En este caso, sin embargo, dado que la cadena
peptidica debe continuar elongdndose, se consideré necesario realizar el proceso de optimizacién
conformacional en presencia del resto inmediatamente posterior. Debido a los elevados
requerimientos computacionales que la variacién sistemética de todos los é4ngulos de los
esqueletos y cadenas laterales de dos restos aminoacidicos suponen, se ha utilizado en todos los
casos un resto de Ala en el extremo de la cadena. La figura IV.B.7 muestra esquemaéticamente el

procedimiento de optimizacién seguido en este caso.

c.-Optimizacién de la conformacién de los restos mutados.
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Ace Ser Leu | Asn Phe

Ace Ser _@_ Asn | Phe
|
¥
— Ser Asn

Ser

Asn

Ser Asn
Ser Asn
Ser

Ser Asn
Ser Asn

Figura 4.B.7: Procedimiento seguido para el disefio, a partir de la estructura del inhibidor
JG-365, del sustrato nonapeptidico correspondiente a uno de los sitios de corte en los precursores

poliproteicos.

Como se ha comentado anteriormente, para cada una de estas mutaciones es necesario
identificar 1a conformacién que el nuevo péptido adoptard con mayor probabilidad en el
complejo, proceso que se ha llevado a cabo de acuerdo con el algoritmo de minimizaci6n descrito
en el apartado IV.b.1.1.1.

De este modo, se procedi6 a la modificacién sistemdtica de todos los dngulos de torsi6n de
las cadenas laterales en un intervalo de 360° (x; para Cys, Ser, Thr y Val; x; y X, para Asn, Asp,
His, Ile, Leu, Phe, Trp y Tyr, X1, X2 ¥ X3 Para Gln, Glu y Met; X;, X, X3 ¥ X4 Para Lys; y X, X2: Xa»
X4» Y X5 para Arg). Para las cadenas laterales con un tnico 4ngulo diedro el valor de ¥, se ha
modificado cada grado, para cadenas con dos o tres diedros cada 10° y por iltimo para cadenas
con un nimero mayor de 4ngulos de torsién cada 30°. En aquéllos casos en que se requiere la
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minimizacién de las conformaciones del esqueleto se han empleado intervalos de 10° para la
modificacion de los 4ngulos diedros ¢ y .

d-Cdlculo de las afinidades de union.

La afinidad de unién de los nuevos péptidos por la protefna, determinada por la energia
libre de Gibbs, se calcula a partir de las estructuras del complejo, de l1a protefna libre y del péptido
libre. En todos los casos, los cdlculos se han realizado sobre las coordenadas correspondientes a la
conformacién que minimiza la funcién potencial de Gibbs para cada uno de los sustratos.
Asfmismo, se han utilizado las coordenadas para la proteina libre, recogidas en el fichero PDB de
c6digo 1HHP, modificado previamente de acuerdo con los cdnones descritos en la seccion
IV.B.2.2.1.a. Para los sustratos peptidicos libres en disolucién se han empleado las accesibilidades
al disolvente correspondientes a los valores optimizados con anterioridad (Luque et al., 1996)
como se ha descrito en la seccién IV.A.2.2.2) (Luque et al., 1996).

De igual forma, y siguiendo un proceso idéntico al llevado a cabo en ocasiones anteriores,
los célculos de accesibilidad se han realizado considerando 64 orientaciones diferentes de cada
una de las moléculas implicadas con respecto al plano de corte, generadas mediante la rotacién de
las estructuras alrededor de los ejes de coordenadas X, Y y Z cada 90°, de modo que para cada
dtomo las 4reas accesibles polares y apolares consideradas en los célculos son las correspondientes

al promedio entre todas las orientaciones.

1vV.B.3.-Resultados y discusion.

IV.B.3.1.-Minimizaciéon de conformaciones helicoidales.

Los perfiles energéticos en funcién de los 4ngulos diedros de la cadena lateral para cada
uno de los amino4cidos naturales en la posicién central de una hélice alfa se han obtenido
mediante la aplicacién del algoritmo de minimizacién estructural descrito en la seccién
IV.B.2.1.2. Como se ha comentado anteriormente, 1a utilizacién de la parametrizacion estructural
permite 1a obtencién de los valores en funcién de los 4ngulos diedros, no s6lo de la funcién
potencial de Gibbs, sino de las restantes magnitudes termodindmicas de interés. En la figura
IV.B.8 se muestran los perfiles de energia poténcial de Gibbs obtenidos para cada uno de los
amino4cidos, donde se representa el valor de energfa de cada conformacién relativa a la
correspondiente a la conformacién original. Se puede observar que, en efecto, la parametrizacién
estructural de la energética posee la resolucién y precisién necesarias para permitir l1a correcta

identificacién de los minimos energéticos.
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Figura 4.B.8.A: Perfiles de AGef en funcion de los dngulos x; y x,
para los aminodcidos Arg, Asn, Asp y GIn. (Pdgina 197)

Figura 4.B.8.B: Perfiles de AGef en funcion de los dngulos x; y x,
para los aminodcidos Glu, His, Ile, yLeu. (Pdgina 199)

Figura 4.B.8.C: Perfiles de AGef en funcion de los dngulos x; y X,
para los aminodcidos Lys, Met, Phe, y Trp. (Pdgina 201)

Figura 4.B.8.D: Perfiles de AGef en funcion de los dngulos x, y x,
para el aminodcido Tyr. (Pdgina 203)

Se muestran unicamente los restos con dos o mds dngulos diedros en

su cadena lateral. En los perfiles correspondientes a aminodcidos con

- mds de dos dngulos, los posteriores a c, se han mantenido constantes

a 180°. El cédigo de colores es el mostrado en las barras bajo cada
figura, de modo que las zonas en rojo representan las regiones del
espacio conformacional no permitidas estéricamente para cada cadenas

lateral
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La mayoria de los perfiles energéticos disponibles en la literatura se han obtenido
mediante 1a utilizacién de funciones potenciales estdndar, que han sido parametrizadas a partir de
datos experimentales obtenidos en vacio, por lo que inicamente proporcionan informacién acerca
de la entalpfa del sistema en funcién de su conformacién. Con el objeto de permitir la
comparacién entre los resultados obtenidos utilizando este tipo de funciones y los proporcionados
por la parametrizacién estructural es necesario, por tanto, recurrir al andlisis de los perfiles
ent4lpicos, ain a pesar de que los valores de entalpia proporcionados por la parametrizacién
estructural contienen las contribuciones debidas los fenémenos de hidratacién, no siempre
considerados en los perfiles existentes en la literatura.

En la figura IV.B.9 se muestran los perfiles de entalpfa en funci6n de los dngulos diedros
X1 ¥ X, correspondientes al caso concreto del amino4cido Phe, junto con la reproduccién de uno
de los perfiles descritos por otros autores en la literatura (Janin et al., 1978; Lee et al., 1994) para
este mismo amino4cido. El panel de la derecha corresponde a los resultados obtenidos en este
trabajo y que, al igual que los mostrados anteriormente para AGef, representan los valores de
entalpfa de cada conformaci6n relativos a la de partida. El panel de la izquierda representa los
valores de energia obtenidos por otros autores (Lee et al., 1994) utilizando funciones potenciales
estandar. En el caso concreto del perfil mostrado en esta figura, los valores de energfa se
obtuvieron mediante el empleo de los pardmetros y funciones potenciales propuestos por Weiner
y colaboradores (Weiner et al., 1984) y por Jorgensen y Tirado-Rives (Jorgensen & Swenson,
1985), incluyendo las interacciones electrostiticas entre cargas parciales, que se calcularon
asignando un valor de 78 a la constante dieléctrica del disolvente (Lee et al., 1994). Como puede
observarse, 1a localizacién de los mfnimos y subminimos en los perfiles obtenidos en este trabajo
se encuentra perfectamente definida y en concordancia con los resultados obtenidos por otros
autores

El andlisis de los perfiles correspondientes a las distintas magnitudes termodindmicas para
cada uno de los amino4cidos permite extraer ciertas conclusiones sobre el papel de las distintas
interacciones en la determinacién de la conformacién preferentemente adoptada por la cadena
lateral bajo unas condiciones determinadas. Asi, en el caso de aquellas cadenas laterales que
carecén de grupos polares y poseen, por tanto, un marcado carcter hidrofébico, puede observarse
c6mo en ausencia de interacciones estabilizadoras con otras cadenas laterales (como es el caso de
estas hélices monoméricas de polialanina) las conformaciones preferidas entélpicamente son
aquéllas en las que la cadena lateral se encuentra extendida y alejada del resto de la hélice; de
modo que se minimizan los posibles efectos estéricos desfavorables como consecuencia de la
presencia de los otros grupos de la molécula y se optimizan sus interacciones de van der Waals
con el disolvente. Por el contrario, debido a la naturaleza hidrofébica de estas cadenas laterales,
dichas conformaciones se encuentran muy desfavorecidas entrépicamente, por lo que, como
resultado del fenémeno de compensacién entalpfa/entropfa, llevan asociadas los valores maximos

en energfa de Gibbs, por lo que deben encontrarse muy poco pobladas en disolucién acuosa.
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Figura 4.B.9: Perfiles de entalpia en funcion de los dngulos diedros
X1 Y X, correpondientes al aminodcido Fenilalanina. La figura de la
izquierda muestra los valores obtenidos por Lee y colaboradores (Lee
et al., 1994) y la de la derecha los valores de entalpia calculados en
este trabajo haciendo uso de la parametrizacion estructural de la
energética. Los colores corresponden a los codigos mostrados en las
barras bajo cada figura. Las regiones del espacio conformacional no
permitidas estéricamente se representan en color rojo en la figura de

la derecha.
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El andlisis de estos efectos en el caso de las cadenas laterales de cardcter polar resulta m4s
complejo debido a la coexistencia de grupos hidrof6bicos y polares en la cadena, lo que complica
la interpretacién de los efectos compensatorios entre las distintas contribuciones. Sin embargo, en
cualquier caso, es importante resaltar la importancia que tiene la consideracion de los efectos de
hidratacién en este tipo de estudios, ya que, como se ha discutido, puede resultar esencial en la
determinacién de la probabilidad de una conformacién determinada. Este es uno de los motivos
fundamentales por los que el empleo de formalismos como la parametrizacién estructural de la
energética, que incluye implicitamente los efectos asociados con los fenémenos de hidratacién,
puede proporcionar una valiosa alternativa para el desarrollo de técnicas efectivas de disefio

molecular.

IV.B.3.2.-Estudio termodindmico-estructural de la union de inhibidores a la proteasa del virus
V.I.LH.-1

IV.B.3.2.1.-Consideraciones generales.

Como se ha discutido en la seccién I1.B.4, la proteasa del virus V.LLH.-1 se ha convertido
en uno de los principales objetivos en la lucha contra la infeccién debido a la importancia que su
funcién tiene para el proceso de maduracién del virus. Los tratamientos clinicos que incorporan
algunos de los inhibidores de esta proteina, recientemente desarrollados, han producido resultados
muy prometedores. En particular, las terapias combinadas, consistentes en la utilizacién
si'multﬁnea’ de varios inhibidores de la proteasa, o bien en su administracién conjunta con
inhibidores nucleosidicos de la retrotranscriptasa, son de especial interés. Sin embargo, la
aparicién de cepas viricas, que muestran resistencia a muchos de estos formacos ha consituido un
revés importante para el desarrollo de tratamientos terapetticos de la enfermedad (Condra et al.,
1995; Ho et al.,, 1994; Kaplan et al.,, 1994; Roberts, 1995; Tisdale, 1996). La pérdida de
sensibilidad hacia los inhibidores tiene su origen en el desarrollo de nuevas cepas del virus que
codifican moléculas de proteasa con mutaciones especificas, que tienen como resultado la
disminuci6én de la afinidad de la enzima por los inhibidores, pero que, sin embargo, mantienen
tanto su afinidad por los sustratos, como su actividad catalitica a niveles suficientes para la
supervivencia del virus.

Los origenes de la resistencia atin permanecen oscuros, y se han observado, tanto
mutaciones localizadas en las cercanfas del sitio de unién, como otras situadas en regiones muy
alejadas del centro catalitico y de efectos desconocidos. Ademds, los distintos inhibidores
producen patrones mutacionales diferentes, de modo que, a pesar de que todos ellos han sido
disefiados con el mismo centro activo como objetivo, se han observado patrones de resistencia
miiltiple bastante variados. El desarrollo de una nueva generacién de inhibidores de la proteasa,

que resuelva de modo efectivo el problema de la resistencia, requiere necesariamente la
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comprension de las interacciones implicadas en la determinacién de la afinidad de la enzima,
tanto por los inhibidores, como por sus sustratos.

En este contexto, el siguiente apartado contiene una descripcién de los resultados
obtenidos de 1a aplicacién de la metodologfa descrita en las secciones anteriores al estudio de la
asociacién de 13 inhibidores de la proteasa del virus V.I.H.-1 (A-77003, A-78791, A-76928,
A-74704, A-76889, VX-478, SB-203386, SB-203238, U-100313, U-89360, A-98881 y
CGP-53820), para cuyos complejos con la enzima se dispone de estructuras tridimensiones de alta
resolucién (Abdel-Meguid et al., 1994; Erickson et al., 1990; Fassler et al., 1993; Hoog et al.,
1995; Kim et al., 1995; Lin et al., 1995; Madhusoodan et al., 1994; Thaisrivongs et al., 1995;
Thompson et al., 1994), asf como de sus constantes de inhibici6n.

La secuenciacién de las protefnas mutantes, aisladas de pacientes bajo tratamiento con este
tipo de inhibidores, ha permitido la identificacion y localizacion de las mutaciones caracteristicas
de las cepas resistentes al virus, pero no ha proporcionado una descripcién molecular del origen
de dicha resistencia. En general, las mutaciones observadas en la proteasa del virus V.I.H.-1
pueden ejercer su efecto en la energética de uni6én mediante una interaccién directa con el
inhibidor (como es el caso de las mutaciones localizadas en las cercanias del sitio de unién).
Alternativamente, una mutacién puede modular la afinidad de la enzima por un inhibidor
determinado mediante efectos cooperativos, como ocurre en aquellos casos en los que el
amino4cido mutado no estd en contacto directo con el inhibidor, pero modifica algunas de las
interacciones existentes entre los restos de la enzima, de forma que altera el patrén de
interacciones entre ésta y el inhibidor.

Asf, por ejemplo, algunas mutaciones se encuentran localizadas en la regi6n de los
“flaps” o en la base de éstos, de modo que ocupan posiciones muy alejadas del sitio de uni6n
(L63P 6 A71V). Como se discutido anteriormente (ver seccién I1.B.4.2), la regién del “flap” se
encuentra esencialmente desordenada en la enzima libre, por lo que, si la mutacién induce un
cambio substancial en la barrera energética que debe ser superada para adoptar la conformacién
competente para la unién del inhibidor, la afinidad de unién se ver4 afectada, incluso en el caso
de que la mutacién se encuentre alejada del sitio de unién. Se ha postulado que ciertas mutaciones
como L63P o A71V podrian producir una disminucién en los grados de libertad de esta region,
haciendo ciertas conformaciones inaccesibles o energéticamente desfavorables. Es también
posible que las variaciones en afinidad aparezcan como consecuencia de una combinaci6én de los
dos efectos anteriores.

El an4lisis termodindmico-estructural de la unién de los distintos inhibidores realizado en
este trabajo proporciona una descripcién detallada de la energética de unién de inhibidores de
distinta naturaleza, asi como de la localizacién de los restos de la proteina y del ligando
determinantes de la afinidad de uni6én. Con objeto de profundizar en el estudio de los
determinantes del fenémeno de la resistencia, se ha abordado el estudio de los efectos que una de
las mutaciones m4s frecuentemente observadas, V82A, tiene sobre las distintas interacciones
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establecidas con el inhibidor no peptfdico A-77003 y, por lo tanto, sobre su afinidad (Baldwin et
al., 1995b). De este modo, se ha procedido al andlisis de la influencia de esta mutacién sobre las
contribuciones de los restos implicados en el proceso de unién del inhibidor a la enzima.

De forma complementaria, el estudio de las caracteristicas termodindmicas del proceso de
unién de los substratos de estas enzimas permitirfa la identificacién de los rasgos diferenciales del
ambos tipos de ligandos, que posibilitan la aparicién del fenémeno de resistencia. Como un
primer paso, el andlisis termodindmico-estructural de inhibidores peptidicos, disefiados como
andlogos de estos sustratos, aunque con el enlace peptidico hidrolizable sustituido, puede
proporcionar informacién interesante acerca de las caracteristicas termodindmicas del proceso de
unién de péptidos a estas proteasas. En este sentido, se ha realizado el estudio del proceso de
unién a la proteasa del virus V.I.LH.-1 del inhibidor universal de las proteasas aspadrticas,
Acetil-pepstatina, que nos permite comparar los pardmetros termodindmicos correspondientes a
este polipéptido, con los que caracterizan la unién de los inhibidores no peptidicos, asi como con
los correspondientes a la unién del mismo inhibidor con Endothiapepsina, llevados a cabo
previamente por G6mez y colaboradores (Gémez & Freire, 1995).

1V.B.3.2.2.-Inhibidores no peptidicos.
a.-Prediccion de afinidades de unidn.

Como se ha mencionado anteriormente, para llevar a cabo los célculos debe disponerse de
la estructura tridimensional de los complejos entre la protefna y los inhibidores asf como de las
estructuras de una y otro libres en disolucién. Dada su pequefia longitud y su relativa rigidez, se
considera que los inhibidores no peptidicos libres en disolucién adoptan la misma conformacion
que presentan en el complejo, de modo que, para realizar los cédlculos de las afinidades de uni6n,
se utilizan sus coordenadas en el fichero PDB del complejo, pero en ausencia de las coordenadas
correspondientes a la protefna. Con objeto de poder realizar comparaciones posteriores con los
resultados obtenidos de los célculos con los mutantes, para los que no se dispone de la estructura
libre en disolucién, en los cédlculos se ha considerado, tanto la estructura tridimensional de la
protefna libre (fichero PDB de c6digo 1HHP), como la estructura de la protefna en el complejo en
ausencia de las coordenadas correspondientes al inhibidor.

Los resultados de 1a aplicacién de la parametrizacién estructural de la energética al cédlculo
de las afinidades de uni6én de los distintos inhibidores no peptidicos de la proteasa del virus
V.LH.-1 se recogen en la tabla IV.B.2. En la figura IV.B.10 se muestran los valores de afinidad
de unién calculados (barras negras) en comparacién con los resultados experimentales (barras
sombreadas) para los 13 inhibidores. El andlisis estadfstico de los datos revela que las energfas
libres de unién se calculan con una desviacién estdndar de 1 kcal-mol-!, correspondiente a una
incertidumbre relativa de £10%, y a un error estdndar de 0.3 kcal-mol-!. El andlisis de regresién
lineal entre los valores de AG calculados y los experimentales origina una pendiente de 0.982 con
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un coeficiente de correlacién de 0.85, de tal forma que no se observan desviaciones sistemdticas
entre los datos. Por lo tanto, los célculos estructurales parecen poseer la precision necesaria como
para permitir el examen y andlisis de las diferentes contribuciones a la energética de unién.

b.-Diseccién de la contribucién de las distintas magnitudes termodindmicas a la afinidad

de unién.

De acuerdo con los valores obtenidos para las distintas magnitudes termodindmicas
recogidos en la tabla IV.B.2, el proceso de unién de cada uno de los trece inhibidores se
encuentra dominado por el efecto hidrof6bico. A consecuencia de la formacién del complejo,
una porcién considerable, tanto de los inhibidores, como de los restos de la proteina localizados
en las cercanfas del sitio de unién, quedan protegidos del contacto con el disolvente, de modo que
disminuye significativamente la superficie apolar expuesta al medio. De hecho, la fraccién de édrea
apolar que se oculta al disolvente tras la unién de los inhibidores es, en promedio, 0.737 £ 0.02,
valor considerablemente mayor que el drea promedio protegida del disolvente en una proteina
globular tipica como consecuencia del proceso de plegamiento (entre 0.55 y 0.60). Por tanto, no
resulta sorprendente que las mayores contribuciones a la energfa libre de Gibbs de uni6n
procedan de los cambios entr6picos favorables, que se originan como consecuencia de la
deshidratacion de las superficies apolares.

Por otra parte, las contribuciones entélpicas son desfavorables a temperatura ambiente,
dado que se encuentran dominadas, asfmismo, por la contribucién positiva correspondiente a la
deshidrataci6n de las superficies hidrofébicas. Conviene hacer notar que los valores de entalpfa
mostrados en la tabla IV.B.2 incluyen tdnicamente contribuciones genéricas (no contienen efectos
de protonacién u otros efectos relacionados con el tampén de trabajo, que deben considerarse
independientemente y de forma explicita), por 1o que no pueden ser comparados directamente
con los valores experimentales (ver seccién I1.2.3.I). La entalpia genérica estd compuesta por dos
contribuciones de cardcter opuesto: un componente favorable, que tiene su origen en la
formacién de interacciones de van der Waals, enlaces de hidrégeno y otras interacciones entre el
inhibidor y la proteasa; y otro desfavorable procedente de la desolvatacién de las superficies que
entran en contacto. Debido al cardcter marcadamente hidrofébico de los inhibidores
considerados, el término dominante es el de hidratacién, lo que se traduce en una contribucién
entdlpica desfavorable a la energfa libre de unién. Esta, sin embargo, no es una situacién universal,
como ha quedado demostrado mediante el estudio de la unién de ciertos inhibidores peptidicos de
las proteasas aspdrticas, que presentan un valores de entalpia favorables al proceso de unién bajo
ciertas condiciones experimentales (G6mez & Freire, 1995).

La magnitud de los cambios de capacidad calorifica es similar a los determinados para
otros inhibidores de estas proteasas (Gémez & Freire, 1995) , y se encuentran, a su vez,

dominados por los cambios en solvatacién de los grupos polares y apolares. La existencia de
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Tabla IV.B.2: Pardmetros termodindmicos resultantes del andlisis termodindmico-estructural de la

unién de los distintos inhibidores no peptidicos a la proteasa del virus HIV-1

AC P AHgen ASso1y AScons AGgen AGotros AGotal AGexp AAG
Inhibidor (cal/Kmol) (calV/mol) (cal/Kmol) (cal/Kmol) (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol)
A-77003 -397 11733 1152 -23.7 -15 552 2385 -13 167 -13 700 532
A-78791 -400 12 183 115.8 -24.2 -15127 2385 -12742 -14 300 1557
A-76928 -392 11 853 1134 -23.6 -14 932 2385 -12 547 -13797 1249
A-74704 -379 11 254 110.1 -20.8 -15378 2953 -12425 -11387  -1037
A-76889 -387 11 303 112.7 -23.7 -15229 2680 -12 549 -12278 -271
VX-478 -320 8 641 939 -11.1 -16 046 2903 -13 143 -12 580 -563
SB-203386 -343 10410 96.2 -16.8 -13 263 2555 -10 688 -10 565 -123
SB-203238 -320 8 641 94.0 -18.1 -13 959 2918 -11 041 -8685 -2356
SB-206343 -332 8109 98.9 -19.8 -15 481 2724 -12757 -12580 -177
U-100313 -317 8471 934 -16.6 -14 416 2807  -11 608 -10077 -1531
U-89360 -236 1:255 76.5 -28.0 -13 211 2877 -10334 -9441 -893
A-98881 -293 7512 86.6 -1.0 -18 018 2615 -15403 -15 417 14
CGP-53820 -294 6294 88.7 223 -13 504 2643  -10861 -10976 115
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Figura 4.B.10: Energias libres de union de los distintos inhibidores no peptidicos a la proteasa

del virus V.I.H.-1. Las barras sombreadas representan los valores obtenidos experimentalmente

y las barras negras los valores calculados en este trabajo, de acuerdo con el procedimiento

descrito en el texto.
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contribuciones significativas procedentes de otras interacciones es poco probable.(Gémez et al.,
1995).
Como se puede observar en la tabla IV.B.2.los términos correspondientes a los efectos

estructurales y de solvatacién, recogidos en el valor de AG aportan las contribuciones més

en’
significativas a la energia libre de Gibbs correspondiente agl proceso de unién de los distintos
inhibidores. Todos ellos poseen un marcado cardcter hidrofébico y carecen de grupos polares,
por lo que las interacciones de naturaleza electrostitica no contribuyen significativamente a la
determinacién de la afinidad de uni6n. La dnica excepcién proviene del cambio en el ambiente
que rodea a los grupos Asp25, Asp29 y Asp30 de ambas cadenas, expuestos al disolvente en la
proteina libre y que, a consecuencia de 1a unién del inhibidor, pasan a estar inmersos en un medio
altamente hidrof6ébico. Esta contribucion, reflejada en la ecuacién IIL.51 del apartado II1.2.4, y
que asciende hasta 0.7 kcal-mol-!, dependiendo del inhibidor, tiene su origen en la transferencia
de un grupo cargado desde el medio acuoso hasta otro de menor constante dieléctrica (de
acuerdo con los resultados obtenidos por Garcia-Moreno y colaboradores (Garcia-Moreno et al.,
1997), 1a constante dieléctrica en el interior de una protefna no es inferior a 15, oscilando en las

distintas regiones de la protefna entre 15 y 78.5 en funci6én de su accesibilidad al disolvente).

c.-Localizacién estructural de los restos de la proteasa que contribuyen mds notablemente

a la afinidad de union.

Como se ha discutido con anterioridad (Gémez & Freire, 1995), el andlisis termodindmico
estructural del proceso de uni6n de ligandos a protefnas ofrece la posibilidad de estimar las
contribuciones de cada resto a la constante de unién. En el caso de la unién de los trece
inhibidores peptidicos estudiados en este trabajo, se ha observado que las contribuciones a la
afinidad de unién proceden esencialmente del mismo conjunto de restos de la enzima, aunque la
magnitud de dichas contribuciones varfa para cada uno de los casos. Este comportamiento refleja
el hecho de que todos estos compuestos han sido disefiados teniendo como objetivo 1a misma
regién en la molécula.

La tabla IV.B.3 recoge aquellos amino4dcidos de la enzima que contribuyen con méis de
0.1 kcal-mol-! (al menos para uno de los inhibidores) a la energfa libre total correspondiente al
proceso de unién. Los valores mostrados en la tabla no incluyen la contribucién correspondiente
al inhibidor (que aproximadamente asciende a un 55% de la energia libre de Gibbs total) ni la
entropfa translacional que, siendo una propiedad del sistema en su conjunto, no puede ser adscrita
a un resto en particular. La posicién de estos amino4cidos en la proteasa se representa en el panel
superior de la figura IV.B.11, donde los restos cuyas contribuciones se encuentran entre -0.7 y
-0.9 kcal-mol-! se muestran en color rojo, los que contribuyen con valores de energia libre entre
-0.5 y -0.7 kcal-mol ! en naranja, aquéllos entre -0.3 y -0.5 kcal-mol-! en amarillo y ,por tltimo,
los que aportan entre -0.1 y -0.3 kcal-mol™!, en verde. '
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Desde un punto de vista energético, el sitio de unién se encuentra constituido por
amino4cidos pertenecientes a cuatro regiones no contiguas en la secuencia: algunos restos situados
en la region cercana a los grupos Aspérticos cataliticos (Asp 25, Gly 27, Ala 28, Asp 29 y Asp30),
los pertenecientes a la regién denominada “flap”, de elevada flexibilidad en la proteina libre y
que se cierra sobre el ligando tras su unién a la enzima (Met 46, Ile 47, Gly 48, Gly 49 e Ile 50),
otros situados en la hebra de una de las 14mina beta comprendida entre los restos 80 y 86 (Pro 81,
Val 82 e Ile 84), y el resto de Arg en posici6n 8, que contribuye significativamente a la energética
de unién. En todos los casos, la regién correspondiente a los restos asparticos cataliticos aporta las
mayores contribuciones a la energética de unién. Debido a la estructura parcialmente simétrica de
los inhibidores, ambas cadenas de la proteasa contribuyen, asimismo, de forma mds o menos
simétrica a la energfa libre de Gibbs correspondiente al proceso de unién.

d.-Andlisis de la estabilidad estructural de los restos de la proteasa que contribuyen mds

notablemente a la afinidad de union.

Tabla IV.B.3: Localizacién de los restos de la proteasa del virus HIV-1 que contribuyen a la energia
libre de union de los distintos inhibidores.
AAG(cal/mol)

Resto A77003 A78791 A76928 A74704 A76889 VX478 SB203386 SB203238 SB206343 U100313 U89360 A98881 CGP53820

Arg-8-A -351  -358 -397 602 -385  -132 -311 -468 -228 -106 -140  -363 -425
Asp-25-A -344 351 -342  -146 -337 283 -320 -283 -248 -313 -346  -290 -312
Gly-27-A -778 147 579 629 -596  -538 -810 -436 775 -437 <703 -542 -789
Ala-28-A -189  -178 207 -192 209  -146 -165 -207 -159 -181 -135  -195 -177
Asp-29-A -435 447 -407 -702 -413 312 -197 -455 -422 -308 -570 -331 -336
Asp-30-A -198  -248 -192  -184 232 -110 -158 -137 -220 -382 -437 -187 -202

Met-46-A 0 0 0 -290 0 0 0 0 0 0 -17 0 0
Ile-47-A -47 -39 -38  -146 -30 -84 -46 -18 -87 -107 97 17 -55
Gly-48-A 965  -962 906 -935 933 -719 -592 -616 -1081  -1021 -1186 -821 904
Gly-49-A -351  -378 265 -173 241 -125 -155 -128 -140 -192 -282 -107 -253
Ile-50-A 271 294 -253 -185 272 239 260  -167 271 210 -151 -235 -231
Phe-53-A 0 0 0o -9 0 0 0 0 -65 -69 -161 0 0

Pro-81-A -121 -129 -152 -166  -160 -78 -131 -181 -123 -42 97 -98 -148
Val-82-A -351  -357 -347 -191  -359 -119 -200 -179 -165 95 211 -159 -120
Ile-84-A -86 -64 -82  -67 -83 -99 -60 -102 -90 -1 95 -73 51
Arg-8-B -505  -513 -376 230  -462 -245 214 -283 -764 -624 -418 -352 -486
Asp-25-B -323  -345 -369 -315  -366 -273 225 =275 -334 -384 -372 -337 -367
Gly-27-B -648  -652 -590 -501  -561 -594 =122 -444 -832 -353 -155 -451 -729
Ala-28-B -184  -189 -196 -237  -195 -146 -203 -243 -183 -198 -167 -180 -183
Asp-29-B -473  -478 -377 432 -404 275 -360 -523 -589 -420 -24 -218 -294
Asp-30-B -167  -164 -156 -88  -149 273 -326 -427 -313 267 0 -270 -188
Ile-47-B -56 -53 60 -75 -59 -13 -68 -110 -60 91 -32 -58 -66
Gly-48-B 968 -954 -906 -1413 931  -507 -966 -1089 -846 -701 -433 -591 958
Gly-49-B -156  -189 -191 201 -185  -150 -166 216 -192 -170 -174 -144 -150
Ile-50-B -319  -256 -263 -125 261 215 -193 -204 -362 215 216 212 -305
Pro-81-B 247 233 -154 -133 -179  -153 -126 -76 219 -362 -348 -122 -160
Val-82-B -398  -388 -352 -151 -393 -142 -179 -134 -156 215 -121 -135 94
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Figura IV.B.11: En el panel superior se muestran las distintas
regiones de la proteasa del virus V.I.H.-1 coloreadas de acuerdo a las
constantes de estabilidad de cada aminodcido, de modo que las
coloreadas en rojo estin caracterizadas por una mayor estabildiad
mientras que las azules son las mds flexibles. En el panel inferior se
representa la localizacion en la estructura tridimensional de los restos
de la proteasa que contribuyen con mds de 1 kcal/mol a la afinidad de
union de al menos uno de los inhibidores no peptidicos. Los restos
que contribuyen entre -0.7 y -0/.9 kcal/mol se muestran en color rojo,
los que aportan entre -0.5 y -0.7 kcal/mol en naranja, los que
contribuyen entre -0.3 y -0.5 en amarillo y, por iultiomo, los que

aportan entre -0.1 y -0.3 en verde.
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Como se ha discutido anteriormente en la seccién IV.B.1.2.3, las constantes de estabilidad
aparentes por resto aminodcido permiten clasificar las distintas regiones de la proteina de acuerdo
con su estabilidad estructural. De este modo, los restos con alta probabilidad de adoptar
conformaciones nativas estardn caracterizados por valores elevados de sus constantes de
estabilidad, mientras que aquéllos con mayor preferencia por los estados no estructurados
presentardn constantes de estabilidad pequefias (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b;
Hilser et al., 1997).

En la figura IV.B.12 se muestran los valores de las constantes de estabilidad calculadas
mediante la aplicacién del algoritmo COREX (Hilser & Freire, 1996a; Hilser & Freire, 1996b;
Hilser et al., 1997) y de la parametrizaci6n estructural de la energética para la proteasa del virus
V.LH.-1. Estos mismos valores de muestran sobre la estructura tridimensional de la enzima en el
panel superior de la figura IV.B.11 donde las regiones de la proteasa estdn coloreadas de acuerdo
con las constantes de estabilidad de cada aminodcido, de modo que las representadas en rojo
corresponden a las zonas més estables de la proteina y las azules a las caracterizadas por una

mayor flexibilidad, siguiendo el orden rojo, naranja, amarillo, verde y azul.
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Figura IV.B.12: Constantes de estabilidad individuales para los distintos restos de la proteasa
del virus V.I.H.-1 calculadas con el algoritmo COREX. Los puntos representan los restos que

contribuyen mds significativamente a la energia libre de Gibbs de union.
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Como se puede observar en ambas figuras, son dos las regiones para las que se predice la mayor
estabilidad estructural: la regi6n que comprende los restos entre las posiciones 13 y 32, por un
lado, y la correspondiente a los aminoécidos entre las posiciones 82 y 92, por otro. Aunque
ambos segmentos se encuentran muy distantes en la secuencia, en la estructura tridimensional
ocupan posiciones cercanas entre si, definiendo una porci6n significativa del corazén hidrof6ébico
de 1a molécula. Asfmismo se predice que una parte de estas regiones (en concreto los restos 23 a
29 en el extremo amino-terminal y los restos 86-99 en el carboxilo-terminal), junto con los nueve
primeros restos de la secuencia, contribuyen significativamente a la interfase de dimerizacion.
Segin las prediciones, por tanto, estas regiones de la protefna se encuentran plegadas y
correctamente estructuradas en la mayorfa de los estados conformacionales accesibles a la proteasa
bajo condiciones nativas. La trfada correspondiente al centro activo de la enzima, constituida por
los restos Asp 25, Thr 26 y Gly 27 de ambas cadenas, se encuentra localizada en la zona més
estable de la molécula como se muestra en la figura IV.B.12. Esta conclusién concuerda con los
resultados obtenidos del andlisis cristalogrifico de la estructura, segiin los cuales dicha region se
caracteriza por su elevada rigidez, consecuencia de la existencia de una densa red de enlaces de
hidr6geno entre los restos que la constituyen (Wlodawer & Erickson, 1993). El segmento
correspondiente a los restos 82-92 comprende la tnica y bien definida hélice de la estructura,
caracterizada asimismo por una elevada estabilidad.

Por el contrario, la regién comprendida entre los restos 40 y 60, que corresponde a la
zona flexible de la estructura denominada “flap”, estd caracterizada por constantes de estabilidad
extremadamente bajas, por lo que, segin las predicciones, debe encontrarse desestructurada en
condiciones nativas. Sin embargo, en los complejos esta region se estabiliza notablemente como
consecuencia de las interacciones establecidas con los inhibidores. Los resultados obtenidos al
realizar los cédlculos con la estructura cristalogrdfica de la protefna libre (1hhp) o con las
estructuras de la proteina en los complejos en ausencia de los inhibidores son muy similares, lo
que confirma la idea de que, en los complejos, la regién correspondiente al flap se encuentra
estabilizada por las interacciones con los inhibidores y substratos, y no por posibles contactos con
otras regiones de la proteina.

En la figura IV.B.12 se han representado asfmismo los restos que contribuyen més
significativamente a la energfa libre de Gibbs para el proceso de unién, mostrados asimismo sobre
la estrucutra tridimiensional en el panel superior de la figura IV.B.11. Resulta evidente, tras el
andlisis de los datos, que el sitio de uni6én est4 constituido por restos pertenecientes a las regiones
més y menos estables de la molécula. Esta doble naturaleza determina una de las caracterfsticas
fundamentales de la uni6n de los distintos ligandos a la proteasa, de modo que, esencialmente, una
parte del sitio de unién se encuentra preformado con anterioridad a la unién del ligando, mientras
que otra se constituye posteriormente, como consecuencia de la presencia de €ste.

Asf, la regién més estable (que contiene los restos Asp 25, Gly 27, Ala 28, Asp 29, Asp 30,
Pro81, Val82 e Ile 84) se encuentra fija en una conformacién competente para la unién con los
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ligandos con anterioridad a su unién. Por el contrario, la regién del “flap”, constituida por los
restos Met46, Ile 47, Gly 48, Gly 49 e Ile 50, estd en su mayoria desestructurada en la proteina
libre, y se ve forzada a adoptar una tnica conformacién rigida como consecuencia de las
interacciones establecidas con los sustratos e inhibidores en el proceso de unién. Este es el motivo
por el que la substitucién de restos de 1a proteasa ,que no se encuentran en contacto directo con el
inhibidor, pero que pueden afectar, tanto estructural, como energéticamente a la capacidad del
“flap” para adoptar la conformacién correcta para la unién de los ligandos, pueden influir

notablemente en la energética global del proceso de unién.

e.-Bases moleculares de la resistencia de la proteasa frente a distintos fdrmacos.

El andlisis de la energética de unién de los distintos inhibidores, descrita en los apartados
anteriores, proporciona algunos indicios sobre la posible naturaleza de los efectos producidos por
las mutaciones de la proteasa del virus V.I.H.-1observadas in vivo, y responsables del desarrollo
de resistencia a miltiples inhibidores.

En algunos casos se han determinado experimentalmente las constantes de inhibicién de
los distintos fdrmacos con algunos de los mutantes resistentes (Kaplan et al., 1994) y se dispone,
asimismo, de la estructura cristalogrdfica de algunos complejos (1IGNM, (Hong et al., 1996);
1HPO, (Skulnick et al., 1997); 1HVS, (Baldwin et al., 1995b); 10DX, (Kervinen et al., 1996);
ITCX, (Hoog et al.,, 1996)) Este es el caso del mutante resistente V82A, cuya estructura
cristalografica con el complejo A-77003 se encuentra disponible en el banco de datos
estructurales de proteinas bajo el c6digo 1HVS (Baldwin et al., 1995b).

Con objeto de analizar la energética de unién del inhibidor a la proteina mutante e
intentar elucidar los efectos que dicha mutacién produce en las distintas magnitudes
termodindmicas y, en particular, en la afinidad de unién, se llevé a cabo un proceso similar al
descrito en los apartados anteriores, haciendo uso de esta estructura (Baldwin et al., 1995b). La
energfa libre de union obtenida (-12.4 kcal-mol-!) representa una reduccién de 3.7 veces en la
afinidad de unién con respecto a la protefna silvestre (caracterizada por una energfa libre de unién
de -13.1 kcal-mol!). Estos valores son similares a los obtenidos experimentalmente, y que revelan
una afinidad cuatro veces menor del inhibidor por la proteina mutante (Baldwin et al., 1995b).

Aunque la reduccién observada en la constante de inhibicién es importante, la
informacién de mayor interés reside en el mecanismo mediante el cual una simple mutacién
afecta tan significativamente a la afinidad de unién. Para ello se ha recurrido a 1a comparacién de
las contribuciones por resto correspondientes a la proteina silvestre y al mutante, mostrados en la
figura IV.B.13, donde se representan las diferencias de AG entre los restos que contribuyen con
mds de 0.1 kcal-mol-! a la energfa libre de unién.

Los resultados indican que el efecto de la mutacién no puede asignarse a una unica

posicién, sino que las diferencias en energfa libre de Gibbs se encuentran redistribuidas a lo largo
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de todo el sitio de unién. Esta conclusién concuerda con las obtenidas por Baldwin y
colaboradores (Baldwin et al., 1995b) a partir del andlisis cristalogrdfico de la estructura del
complejo con el mutante, segin el cual, el efecto global de la mutacibn V82A no puede
racionalizarse mediante 1a eliminacién de un simple grupo metilo en cada una de las cadenas, sino
que se debe a la reorganizacién de los grupos del esqueleto peptidico inducida por la presencia
del nuevo amino4cido. Los resultados mostrados en la figura IV.B.13 son, por tanto, un claro
ejemplo de que, incluso para la substitucién de un simple grupo metilo, la energfa libre de Gibbs
del proceso de unién no puede racionalizarse mediante la simple adicién de las contribuciones de
cada grupo, sino que éstas dependen del contexto global en que se encuentra cada uno de ellos.
Asfmismo, queda claro que la interpretacién de los efectos que las diversas mutaciones tienen en la

afinidad de unién de un inhibidor determinado requiere el desarrollo de
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Figura IV.B.13: Diferencias observadas entre los restos de la proteasa que contribuyen mds
significativamente a la afinidad de union (>0.1 kcal-mol-1). Los valores de AAG mostrados
representan las contribuciones de cada resto en el complejo con la proteina mutante con respecto

a la proteina silvestre.

un andlisis global, incluso en los casos en que dicha mutacién se encuentra localizada en el sitio

de unidn.

IV.B.3.2.3.-Inhibidores peptidicos: Acetil-pepstatina.

a.-Andlisis de la energética del proceso de union.
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La estructura cristalogréfica del complejo entre acetil-pepstatina y la proteasa del virus
V.LH.-1, resuelta a 2.0 A de resolucién, se encuentra disponible en el banco de datos de proteinas
bajo el cédigo SHVP (Fitzgerald et al., 1990). Dado que, en dicha estructura, el inhibidor se
observa en dos orientaciones diferentes, los cédlculos termodindmico-estructurales se han aplicado
a ambas conformaciones por separado. En todos los casos se ha utilizado la estructura
correspondiente a la enzima libre en disoluci6n, recogida en el fichero PDB de c6digo 1HHP
(Spinelli et al., 1991).

Como se ha discutido anteriormente (ver Seccién II.B.2.3.), los grupos aspérticos
catalfticos de la proteasa del virus V.I.H.-1 (al igual que ocurre con Endothiapepsina y otras
proteasas aspdrticas) presentan, ain a pesar de su disposicion simétrica, diferentes tendencias a la
ionizaci6n, que se reflejan en las diferencias entre sus pKa en el complejo (pKal < 2.5 y pKa2 >
6.5). En estos casos, en que la unién del ligando implica la protonacién forzosa de uno de los
grupos de la enzima y, como consecuencia, un intercambio de protones con el tamp6n, la entalpia
aparente de uni6n obtenida experimentalmente (AH,;s,) €s el resultado de la combinaci6n de una
contribucién intrinseca, caracteristica del proceso de unién e independiente del tampén utilizado,
y un término proporcional la entalpfa de ionizacién de dicho tamp6n. De este modo:

A H,, = AH,, + N,. - AH, (IV.B.6)

ion

donde 1la constante de proporcionalidad, Ny, es el nimero de protones intercambiados con el
medio y AH,_, la entalpfa de ionizacién del tampén.

Los célculos se han realizado de acuerdo con la parametrizacion estructural ya descrita,
considerando una temperatura de 25 °C y un pH de 5.5 y asumiendo el acoplamiento de l1a uni6n
del ligando con la protonacién de un grupo aspértico caracterizado por un pKa de 3.5 (Hyland et
al., 1991a; Hyland et al., 1991b). En la tabla IV.B.4 se muestran los resultados obtenidos del
andlisis termodindmico estructural de la uni6én de este inhibidor a la proteasa para cada una de las
dos conformaciones encontradas en el complejo. Asfmismo, se muestran los resultados,obtenidos
mediante calorimetrfa isotérmica de titulacién bajo condiciones similares (25 °C, pH 5.5, 20mN
NaOAc, 0.2 mM EDTA), procedentes del estudio experimental llevado a cabo paralelamente en el
laboratorio del Dr. Freire.

Como se puede observar, los resultados obtenidos de los cdlculos reproducen
razonablemente bien los valores experimentales de las distintas magnitudes termodindmicas,
indicando qué la parametrizacion estructural de la energética captura de forma efectiva la
magnitud de las fuerzas que determinan la afinidad de uni6n y el delicado balance establecido
entre ellas para este sistema. De acuerdo con estos resultados, la fuerza dominante en el proceso
de uni6n es el aumento de entropfa originado por la deshidratacién de las superficies, de
naturaleza predominantemente hidrof6bica, como consecuencia de la asociacion entre la protefna
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Figura IV.B.14: Contribuciones a la energia de Gibbs genérica del proceso de unién de los

restos de Acetil-pepstatina (panel superior) y de la proteasa (panel inferior). Unicamente se han

representado los restos de la enzima que contribuyen con mis de 0.1 kcal-mol-1 a la afinidad de

union.



DISENO DE LIGANDOS 225

y el inhibidor. A esta interaccién favorable se oponen el cambio negativo en entropia
conformacional, correspondiente tanto al inhibidor peptidico como a las cadenas laterales de la
proteasa localizadas en el sitio de uni6n, la pérdidad de entropfa translacional, y el cambio

entédlpico positivo.

Tabla IV.B.4: Andlisis termodindmico-estructural de la union de Acetil-pepstatina a la proteasa
del virus V.L.H.-1

Acetil pepstatina Acetil pepstatina Experimental
(Conf 1) (Conf 2)
ACP cal-(K-mol)-1 -435 -419 -452
AH kcal-mol-1 11.6 8.5 7.0
AScons cal(K-mol)-! -35.9 -38.0 R
ASgoly  cal(K-mol)-1 1249 122.7 ——
ASgros cal-(K-mol)-1 -25.2 -25.0 ———-
AS¢otar  cal-(K-mol)-1 63.8 59.7 50.0
AG kcal-mol-1 -7.4 -9.3 -8.0

b.-Identificacién de los restos que aportan las principales contribuciones a la energética

de union.

En el panel superior de la figura IV.B.14 se representan las contribuciones genéricas de
cada uno de los restos del inhibidor Acetil-pepstatina a la energia libre de unién a la proteasa,
donde las barras representan el promedio entre las dos conformaciones presentes en la estructura
cristalogrédfica y las barras de error la correspondiente desviacion estdndar. Como puede
observarse, al igual que ocurre con el complejo entre pepstatina A y Endothiapepsina (Gémez &
Freire, 1995), todos los restos del inhibidor contribuyen de forma favorable y significativa a la
energfa libre de uni6n, lo cual es indicativo de la fortaleza de las interacciones establecidas con la
enzima. Es de destacar, particularmente, 1a contribucién de los restos de estatina en las posiciones
central y C-terminal, que contribuyen con més de -1 kcal-mol'! (-9.3 y -1.6 kcal-mol-,
respectivamente) a la energfa libre de uni6n, en concordancia con el papel esencial que se les ha
atribuido para la unién de este inhibidor a las distintas proteasas asparticas.

En el panel inferior se muestran las contribuciones individuales a la energfa libre de Gibbs
de uni6n correspondientes a los restos de 1a enzima. Como se puede observar, la situacion es muy
similar a la descrita en secciones anteriores (seccién IV.B.2.2.1) para la unién de los distintos
inhibidores no peptidicos. De este modo, desde un punto de vista energético, es posible identificar
cuatro regiones alejadas en la secuencia que contribuyen notablemente a la energética de unién:
la regién correspondiente a las proximidades de los aspdrticos cataliticos (Asp 25, Gly 27, Ala 28,
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Asp 29 y Asp 30), la regi6n flexible correspondiente al “flap” (Met 46, Ile 47, Gly 48, Gly 49 ¢
Ile 50), la hebra beta que comprende los restos 80-86 (Pro 81, Val82 e Ile 84) y por dltimo, el
resto de Arginina en posicién 8. La correspondencia entre estas regiones y las descritas con
anterioridad (secci6n IV.B.2.2.1) para la uni6n de inhibidores no peptidicos es casi total, de lo
cual se puede deducir que el mecanismo de estabilizacién de los complejos entre la enzima y

ambos tipos de inhibidores es muy similar.

IV.B.3.-Modelado de ligandos peptidicos para proteasas asparticas.
1V.B.3.3.1.-Disefio de inhibidores peptidicos para Endothiapepsina.

a.-Andlisis mutacional en la posicién 5 de Pepstatina A.

De acuerdo con el razonamiento expuesto anteriormente (seccién IV.B.1.3.1), se procedi6
a la sustituci6én en posicién 5 de doce aminoécidos (Cys, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Ser, Thr, Trp,
Tyr y Val) con cadenas laterales de diversos tamafios y grados de hidrofobicidad. En cada uno de
los casos, una vez generada la mutacién, se procedi6 a la optimizacién energética de la
conformacién adoptada por la nueva cadena lateral en el complejo. Como ejemplo, en la figura
IV.B.15 se muestra el perfil energético para el caso del amino4cido Phe, en el que se puede
observar, en comparacién con el perfil obtenido para el mismo aminodcido en una hélice

expuesta al disolvente (Figura IV.B.9), una fuerte restriccién del espacio conformacional accesible

a la cadena lateral en el complejo.

Una vez identificadas las conformaciones correspondientes a los minimos energéticos para
cada uno de los mutantes, se procedi6 a la estimaci6n de su afinidad de unién mediante la
aplicacion de la parametrizacién estructural de la energética descrita en la seccién IL.2. En la
figura IV.B.16 se muestran las diferencias en afinidad obtenidas para los nuevos péptidos con los
diferentes amino4cidos substituidos en posicién 5, con respecto al complejo original.

Los datos reflejados en la grifica muestran que, segin los célculos realizados, la
substitucién de Ala por cualquiera de los aminodcidos aromdticos (Phe, Trp y Tyr) conduce a los
mayores incrementos en la afinidad de unién. Las constantes de afinidad predichas para los
péptidos que contienen estos tres aminodcidos se encuentran comprendidas en un intervalo de
unas 0.2 kcal-mol!. Dado que se encuentran dentro del intervalo de incertidumbre con que se
realizan las predicciones, las diferencias observadas entre las tres cadenas laterales arométicas no
pueden considerarse estadfsticamente significativas.

Con objeto de comprobar los resultados de las predicciones, se procedi6 a la sintesis del
derivado ASF de Pepstatina y a la determinacién experimental de su afinidad de uni6én a
Endothiapepsina, llevada a cabo paralelamente en el laboratorio del Dr. Freire (Luque et al.,
1997). Los resultados del andlisis experimental se recogen en la tabla IV.B.5, donde se puede
observar que, de acuerdo con las predicciones, el péptido modificado se une a la enzima con
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Figura IV.B.16: Diferencias de afinidad entre los distintos mutantes en posicion 5 de
Pepstatina A . Se representan las variaciones observadas en energia libre con respecto al

inhibidor original (Ala 5).

mayor fortaleza que el inhibidor original. La constante de afinidad predicha aplicando la
parametrizacién estructural de la energética es 7.4 x 10° M-! es muy similar a la determinada
experimentalmente, (5.3 x 10° M-1), de modo que la diferencia entre ambas (0.2 kcal-mol-1) se
encuentra dentro del intervalo de error experimental. Desgraciadamente, el mayor caricter
hidrof6bico del mutante A5SF disminuye notablemente su solubilidad, por lo que, en este caso, no
ha sido posible llevar a cabo la medida directa de la entalpfa y capacidad calorifica del proceso de

unién mediante técnicas calorimétricas.

Tabla IV.B.5: Afinidades de unién de distintos mutantes de Pepstatina A a Endothiapepsina

AG(25 °C)cal AG(25 oc)exp Kb, cale Kb, exp
Inhibidor (kcal/mol) (kcal/mol) M-1) M-1)
Pepstatina A:
Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta -12.5 -12.7 1.5 x 109 2.3 x 109
Iva-Val-Val-Sta-Phe-Sta -13.5 -13.3 7.4 x 109 5.3 x 109
Iva-Val-Val-Sta-Phe-Sta-Glu -11.8 -11.3 4.5 x 108 2.1x 108
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Figura IV.B.15: Perfil de energia libre en funcion de la conformacion
adoptada por la cadena lateral del resto de Fenilalanina en la posicion
5 del inhibidor Pepstatina A, en el complejo con Endothiapepsina. Los
valores de energia libres se muestran en distintos colores de acuerdo

con la escala mostrada bajo la figura, mientras que las zonas

representadas en color rojo corresponden a las regiones no permitidas

del espacio conformacional.
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b.-Adicién de un resto Glutdmico en el extremo C-terminal.

Con objeto de mejorar la solubilidad de péptido y facilitar el andlisis calorimétrico, que
permitiria la comparacién entre las magnitudes termodindmicas predichas por la metodologia
desarrollada en este trabajo y los resultados experimentales, se decidié afiadir un resto glutdmico
en el extremo carboxilo terminal del péptido, ain a pesar de la prediccién inicial de una
disminucién en la afinidad de unién.

El andlisis calorimétrico llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Freire con este nuevo
péptido (Luque et al., 1997) indica que el proceso de unién del nuevo inhibidor a la enzima es de
naturaleza exotérmica a 16 °C, y se caracteriza por un cambio de entalpia (AH) de -4.6 + 0.1
kcal-mol-1. El cambio de capacidad calorifica, obtenido de la dependencia con la temperatura de
los cambios en entalpfa, es igual a -260 * 20 cal-(K-mol)-1. El valor predicho por el anélisis
termodindmico estructural es -220 cal-(K-mol)! para el cambio en capacidad calorifica. Para el
cambio en entalpia genérica, que corresponde exclusivamente las contribuciones estructurales y de

hidratacién y que no contiene los efectos de protonacién, el valor procedente de los cédlculos es
-6.8 kcal-mol-l. Estos valores son del mismo orden que los determinados bajo las mismas
condiciones para pepstatina A (AH = -4.1 kcal'mol! y AC,, = -310 cal-(K-mol)"!, indicando que el
origen de la diferencia entre las afinidades de unién entre el péptido original y el mutante E7 es
de naturaleza fundamentalmente entrépica.

Los valores de las afinidades de unién predichos por la parametrizacién estructural de la
energética, asi como los determinados experimentalmente para pepstatina A y ambos mutantes. se
recogen en la tabla IV.B.5. De acuerdo con las predicciones, €l mutante ASF presenta una mayor
afinidad que la pepstatina original, mientras que la adicién del resto glutdmico en posicién 7
(mutante E7) conlleva la disminucién de la afinidad. La correspondencia entre los valores de AG
predichos y experimentales es muy buena, siendo la diferencia promedio entre ambos de 0.23 £
0.06 kcal-mol-!, lo cual indica que la parametrizacién estructural de la energética posee la

sensibilidad y resolucién necesarias para su aplicacién al disefio de ligandos peptidicos.

c.-Localizacién estructural de las contribuciones a las afinidades de union.

cl.-Pepstatina A.
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Figura IV.B.17: Localizacién en la estructura tridimensional del
complejo entre Pepstatina A y Endothiapepsina de los restos del
inhibidor en posicion 5, dond e se han llevado a cabo las mutaciones.
La estructura correspondientes al inhibidor original (Ala5) se
muestra en el panel superior izquierod, el mutante AS5F en el

superior derecho y el E7 en el inferior. Los dtomos de la proteina se

muestran en color azul oscuro, de modo que los restos de color mds
claro son los que se ven mis afectados por la introduccion del resto de
Fenilalanina. El inhibidor se muestra en color rojo y la posicion de

mutacion en verde.
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Como puede observarse en el panel superior izquierdo de la figura IV.B.17, en el
complejo entre la enzima y pepstatina A, el resto de alanina en posicion 5 del inhibidor se
encuentra localizado en una cavidad hidrof6bica, estableciendo escasos contactos de van der
Waals con la enzima, por lo que su presencia no conlleva la proteccién del contacto con el

disolvente de una porcién significativa de la superficie molecular en esta region.

En el panel superior de la figura IV.B.18 se representan las contribuciones de los restos de
la enzima y del inhibidor a la energfa libre de Gibbs genérica correspondiente al proceso de unién
entre pepstatina A y Endothiapepsina. Con objeto de simplificar la representacion, se muestran
dnicamente aquellos amino4cidos que contribuyen con mis de 0.1 kcal-mol-! a la afinidad de
unién. Se han incluido asimismo, los restos que, como se describird a continuacién, se ven més
afectados por las sustituciones llevadas a cabo en la posicién 5 del ligando (Leu 133, Ser78, Ile

77, Ser39).

c.2.-Mutante ASF.

De acuerdo con las predicciones, los péptidos mutantes ASF, ASY, y ASW presentan un
incremento en la afinidad por la enzima con respecto al inhibidor original debido a que el anillo
aromdtico de estos aminodcidos se ajusta parcialmente a la cavidad hidrofébica de la enzima,
optimizando las interacciones con los aminodcidos Leul33, Ser78, Ile77 y Ser39, como se
muestra en el panel superior derecho de la figura IV.B.17 para el caso concreto del mutante ASF.
Como se puede observar, aunque el anillo aromético del resto de fenilalanina en posicién 5 se
encuentra s6lo parcialmente enterrado en el interior de la proteina, las interacciones que establece
con los restos de la enzima Leu 133, Ser 78, Ile 77 y Ser39, asf como la deshidratacién que induce
en estos amino4cidos, proporcionan la mayor parte de la estabilizacién adicional.

En el panel inferior de la figura IV.B.18 se muestran, de forma similar a la descrita para
la pepstatina original, los aminodcidos que contribuyen a la energia libre de unién con més de 0.1
kcal-mol-!, asi como los restos cuyas contribuciones se incrementan més notablemente como
consecuencia de la sustitucién llevada a cabo en el inhibidor. En el panel superior de la figura
IV.B.19. se muestran las diferencias (AAG = AG(wt) - AG(mutante)) entre las contribuciones de
los restos individuales en el mutante ASF con respecto al complejo original.

La energfa libre de Gibbs de unién para el mutante ASF es cerca de 1 kcal-mol-l m4s

favorable que la correspondiente al complejo original. La contribucién adicional de l1a entropfa
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Figura IV.B.18: Contribuciones individuales a la energia libre de Gibbs genérica
del proceso de unién de Pepstatina A (panel superior) y su derivado A5F (panel -
inferior) a Endothiapepsina. Se representan los restos de la enzima que
contribuyen con mds de 0.1 kcal-mol! a la afinidad de union. Las flechas sefialan
aquellos restos cuyas contribuciones se ven mds afectadas por la introduccion del

resto de Fenilalanina en el inhibidor (Leu 133, Ser78, Ile 77, Ser39).
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de deshidratacién, procedente de la proteccién al disolvente de un mayor nimero de grupos
hidrofébicos, es cercana a 4 kcal-mol'! . Sin embargo, esta contribucién entrépica se encuentra
parcialmente compensada por un cambio en entalpfa menos favorable en el nuevo complejo
(aproximadamente 2 kcal-mol'! mds positiva para ASF que para la pepstatina original) y una
mayor pérdida de entropfa conformacional (aproximadamente 1 kcal'‘mol-!), a causa de las
restricciones adicionales de los grados de libertad de la cadena lateral de Phe con respecto a Ala.
El cambio entdlpico para el mutante ASF es més desfavorable que para el inhibidor original
debido a la mayor magnitud de la entalpia de deshidratacién, que no se encuentra completamente
compensada por las interacciones adicionales establecidas entre el péptido y la molécula de

proteasa.

Como ocurre en todos los procesos de unién, como resultado de la existencia de diversas
interacciones compensatorias (compensacién entalpfa/entropia, compensaciones entdlpicas entre
las interacciones intermoleculares y las correspondientes a la deshidratacién, y compensacion
entrépica entre la entropia de solvatacion y la conformacional), 1a magnitud del cambio global en

energfa libre es menor que el de la contribuciones independientes.

c.3.-Mutante E7.

En el caso de la mutacién E7, se ha procedido a 1a elongacién del péptido en el extremo
carboxilo terminal, de modo que, tras las etapas de minimizacién pertinentes, se observa que el
resto glutdmico adicional se encuentra dirigido hacia el exterior de la protefna, sin establecer
interacciones significativas con ningin otro resto. Este hecho se refleja en la obtencién de valores
de entalpfa similares a los observados con el péptido original, pepstatina A, por lo que puede
afirmarse que la disminucién en la energia libre de unién con respecto al inhibidor original tiene
su origen fundamentalmente en la pérdida en entropfa conformacional del resto glutdmico como
consecuencia de la unién del inhibidor a la enzima. Esta pérdida entrépica no se encuentra
compensada por ningiin otro tipo de interacci6n, entélpica o entrépica, por lo que conduce a un
incremento significativo del cambio en energfa libre y, consecuentemente, a la disminuci6n de su
afinidad de unién. En el panel inferior de la figura IV.B.17 se muestra la localizacién, predicha
por el andlisis termodindmico estructural, para el resto glutdmico en el complejo con

Endothiapepsina.
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Figura IV.B.19: Contribuciones diferenciales con respecto al complejo con el
inhibidor original (Pepstatina A) de los restos de la enzima y los inhibidores

mutantes (Ala5Phe en el panel superior y Glu7 en el inferior).

En el panel inferior de la figura IV.B.19 se muestran las diferencias observadas entre las

contribuciones de los restos individuales a la energfa libre de unién en el complejo E7 con
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respecto al original. Como se puede observar, no se producen cambios significativos en las
contribuciones procedentes de los restos de la enzima, sino que el efecto desestabilizador de la

mutacién puede atribuirse casi por completo a la presencia del resto glutdmico en la posicién 7

del inhibidor.

1V.B.3.3.2.-Union de substratos a la proteasa del virus V.I.H.-1.

a.-Consideraciones generales.

Como se ha discutido anteriormente, la pérdida de sensibilidad de la enzima hacia sus
inhibidores se produce debido a la aparicién de cepas viricas que codifican moléculas de proteasa
con mutaciones especificas, que disminuyen la afinidad por los inhibidores aunque manteniendo
la actividad catalitica a niveles aceptables para la supervivencia del virus. Por tanto, el desarrollo de
una nueva generaciéon de inhibidores que permita dar solucién al problema de la resistencia
requiere la comprensién de las interacciones diferenciales de la enzima con inhibidores y
sustratos.

En principio, 1a resistencia a un inhibidor determinado puede proceder de la reduccién
preferencial de la afinidad de uni6n con respecto a éste, o bien de un incremento en la actividad
catalftica que compense parcialmente el efecto de la inhibicién. Parece ser que, para la mayorfa de
los mutantes estudiados, las actividades cataliticas permanecen aproximadamente constantes en
comparacion con la actividad de la enzima nativa, observdndose, sin embargo, una disminucién
significativa de la afinidad de uni6n hacia los inhibidores (Baldwin et al., 1995b; Hong et al.,
1996; Lin et al., 1995).

Para algunas mutaciones la afinidad hacia el inhibidor disminuye hasta tres 6rdenes de
magnitud, mientras que la constante de Michaelis (Km) para el sustrato sufre s6lo una pequefia
variacién, de menos de un orden de magnitud (Baldwin et al., 1995b; Hong et al., 1996; Lin et al.,
1995). En estos casos, es posible considerar la existencia de diferencias en las interacciones
establecidas entre los sustratos e inhibidores con la enzima como el posible origen de la
resistencia. De este modo, si un inhibidor tuviese la capacidad para imitar de forma precisa el

modo de unién del sustrato a la enzima, la probabilidad de discriminacién entre ambos
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disminuirfa drdsticamente, dado que, en este caso, cualquier modificacién que afectase a la
afinidad de unién del inhibidor afectarfa de modo similar a la uni6n del sustrato.
Las diferencias en el modo de unién de inhibidores y sustratos pueden deberse

fundamentalmente a dos factores: bien a la existencia de ciertos restos en la enzima que son
criticos para la uni6n de los inhibidores y no para los sustratos, o bien a la existencia de
diferencias en cuanto a la naturaleza termodindmica de las interaciones implicadas en la unién de
unos y otros con la enzima. En el primer caso, la situacién es relativamente simple, dado que, si un
resto determinado proporciona una contribucién significativa a la unién del inhibidor, pero no a
la del sustrato, su mutacién provocard resistencia a dicho inhibidor. La segunda situacién es mds
compleja debido a que, en este caso, serfa necesario considerar las contribuciones relativas de cada

grupo a la energética global del proceso de unién, asi como el balance existente entre las

contribuciones entdlpicas y entrépicas, entre la entropia conformacional y de solvatacion, etc.

b.-Descripcién de los modelos estructurales.

La figura IV.B.20 muestra dos orientaciones diferentes de las estructuras tridimensionales
obtenidas como resultado del proceso de modelado descrito en la secciéon IV.B.1.3.2. Se muestran
en azul las dos estructuras generadas para el sustrato nonapeptidico natural.

Estas estructuras se han utilizado para el estudio de la energética de unién de los sustratos
a la enzima, mediante la aplicacién de la parametrizacién estructural de la energética y del
formalismo descrito anteriormente. De este modo, se hace posible la comparacién entre 1os
determinantes moleculares de las afinidades de unién en ambos casos y el esclarecimiento de los

posibles orfgenes del fenémeno de la resistencia.

c.-Andlisis termodindmico-estructural del proceso de union.

En la tabla IV.B.5 se muestran los valores calculados para las distintas magnitudes
termodindmicas correspondientes al proceso de unién entre la protena y el sustrato obtenidos con
ambos modelos. Asfmismo se muestran los valores determinados experimentalmente en el
laboratorio del Dr. Freire mediante calorimetrfa isotérmica de titulacién a pH 5.5 y a diferentes

temperaturas comprendidas en el intervalo entre 15 y 35 °C (Luque et al., 1998).
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Tabla IV.B.5: Andlisis termodindmico estructural de la unién del sustrato natural a la proteasa
del virus V.I.H.-1

4HVP THVP Experimental
ACp cal-(Kmol)-1 -445 489 e
AH(25 °C) kcal-mol-1 8.5 114 10.5
AS(25 °C) cal-(Kmol)-1 44.1 55.8 54.7
AG(25 °C) kcal-mol-1 -54 -6.1 -5.8
Kd(25 °C) (M) 105 36.5 120

El anidlisis termodindmico-estructural proporciona un valor promedio entre ambos
modelos para la energfa libre de unién de -5.75 + 0.45 kcal'mol-! a 25 °C y pH 5.5. Los valores
predichos para AG son consistentes con una afinidad de unién promedio de 59.5 pM, en buena
correspondencia con el valor de 54 pM determinado experimentalmente en el laboratorio del Dr.
Freire bajo idénticas condiciones experimentales , y el de 150 uM descrito con anterioridad en la
literatura (Dunn et al., 1994) a 37 °C.

Asfmismo, los valores obtenidos para los cambios de entalpfa genérica y capacidad
calorffica se encuentran de acuerdo con los resultados experimentales, de modo que los valores
promedio entre ambos modelos son 9.95 £ 2.05 kcal-mol-! y -467 + 31 cal-(K-mol)-ly 9.95 +
2.05 kcal-mol-1, respectivamente. De acuerdo con estos resultados, tanto el anélisis termodindmico
estructural como los resultados experimentales indican que la unién de los sustratos a la proteasa
se encuentra desfavorecida entdlpicamente, por lo que las contribuciones favorables a la energia

libre de Gibbs deben tener un origen entrépico.

c.1.-Localizacién estructural de las principales contribuciones a la energética de uni6n.

El anglisis de la distribucién estructural de las contribuciones a la entalpia de unidn,
recogida en la figura IV.B.21, indica que la mayor parte de las contribuciones desfavorables
tienen su origen en la reorganizaci6én de la regi6n del flap en cada uno de los monémeros como
consecuencia de la uni6n del ligando. Este cambio conformacional implica fundamentalmente a
los restos correspondientes a la regién del flap (restos en posiciones 40 a 60 en la secuencia) y la

hebra beta adyacente correspondiente a los restos 60 a 84. Es interesante hacer notar que, al igual
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Figura IV.B.20: Localizacion de los sustratos modelados en este
trabajo en la estructura tridimensional del complejo. Se representan
aquellos restos de la enzima que contribuyen, segun las predicciones,
con mds de 0.2 kcal-mol™! a la energia libre de Gibbs genérica para el
proceso de union, coloreados de acuerdo con la magnitud de sus
contribuciones. Se muestran dos orientaciones diferentes, en las que
los restos coloreados en rojo contribuyen con mds de 0.8 kcal moll a
afinidad de unién, los naranjas entre 0.8 y 0.6 kcal-mol™1, los
representados en amarillo entre 0.6 y 0.4 kcal-mol1, y los blancos

entre 0.4 y 0.2 keal-mol ™.
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Figura IV.B.21: Contribuciones individuales de los restos de la proteasa y del sustrato a
la entalpia de unién. Se muestran los promedios entre los dos modelos construidos para

el sustrato.

que se observa en el caso de la unién del inhibidor peptfdico acetil-pepstatina, el cambio en

entalpfa asociado a las interacciones entre la proteina y el sustrato per se es favorable y del orden

de unas -3 kcal-mol"!, aproximadamente.

En la figura IV.B.21, donde se recoge la estructura teérica del complejo entre los sustratos
y la proteasa, se representan aquellos restos de la enzima que contribuyen, segin las predicciones,
con mds de 0.2 kcal-mol-! a la energia libre de Gibbs genérica para el proceso de unién,
coloreados de acuerdo con la magnitud de sus contribuciones. Se muestran dos orientaciones
diferentes, en las que los restos coloreados en rojo contribuyen con més de 0.8 kcal-mol-! a
afinidad de unidn, los naranjas entre 0.8 y 0.6 kcal-mol-1, los representados en amarillo entre 0.6
y 0.4 kcal-mol-!, y los blancos entre 0.4 y 0.2 kcal-mol-!. Esta estructura sugiere la existencia de
intensos contactos de van der Waals entre la protefna y el sustrato, particularmente fuertes en la
regi6n cercana al resto Val 1 del péptido, que corresponde a la posicién PS5, y que se encuentra
relativamente distante del centro activo. Estas interacciones contribuyen favorablemente a la

entalpfa de union.
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Figura IV.B.22: Contribuciones individuales a la energia libre de union del
sustrato natural a la proteasa del virus V.I.H.-1. Se representa el promedio de los
valores obtenidos con cada uno de los modelos, junto con su error estindar. En el
panel superior se muestran las contribuciones de los restos del sustrato y en el

inferior las procedentes de la enzima.



000000000 00000000008000000000000060CCC0O0FCOCFGECEROITIGCGOIONSIOIOINOGIPOIOSONSOTOTYNYYS

DISENO DE LIGANDOS 247

En el panel superior de la figura IV.B.22 se muestran las contribuciones de los restos del
sustrato a la energfa de Gibbs genérica. Los valores representados en la figura corresponden al
promedio entre ambos modelos estructurales y sus errores estdndar. Se puede observar que la
mayor contribucién procede del resto Val 1, seguido por Tyr 5, Pro 6 e Ile 7, mientras que,
sorprendentemente, las contribuciones de los restantes aminodcidos son casi nulas. El andlisis del
mapa completo para la protefna (mostrado en el panel inferior de la misma figura, donde se
representan los restos que contribuyen con méds de 0.1 kcal-mol-! ) indica que gran parte de la

energfa de unién procede de la propia enzima.

c.2.-Especificidad de los sustratos.

Experimentalmente se ha observado una notable disminuci6n, casi de un orden de
magnitud, en la constante de Michaelis (Km) correspondiente al heptapéptido, resultante de
eliminar los restos Vall y GIn9 de los extremos, con respecto al sustrato de nueve restos analizado
en este trabajo (Dunn et al., 1994). Esta observacién experimental es consistente con nuestras
predicciones, que atribuyen un papel importante en la determinacién de la energética de uni6n al
resto Val en posicién 1, de forma que, segin nuestro cdlculos, la mayor parte de las diferencias
energéticas pueden atribuirse a la ausencia de dicho aminoécido.

De igual modo, la ausencia de contribuciones estabilizadoras por parte del resto GIn3 del
sustrato estd de acuerdo con las conclusiones desprendidas de los distintos estudios experimentales
de especificidad, segiin los cuales, la naturaleza de los restos en posicién P3 carece de especial
relevancia. Asfmismo, como ya se ha comentado, el andlisis termodindmico estructural resalta el
papel desempefiado por los restos del sustrato situados en posiciones alejadas del enlace peptidico
hidrolizable, como es el caso de la Val-1 situada en posicién PS5, lo cual estd también de acuerdo
con las observaciones experimentales realizadas por Dunn y colaboradores (Dunn et al., 199%4;
Griffiths et al., 1992a). De este modo, en resumen, tanto los resultados experimentales como los
obtenidos a partir de nuestra metodologfa indican que, en el sustrato natural analizado en este
trabajo, las mayores contribuciones a la energética de unién proceden de los restos directamente

adyacentes al enlace peptidico hidrolizable (P1, P1’ y P2"), asi como de los amino4cidos situados

en posicion PS.
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IV.B.3.3.3.-Bases moleculares de la resistencia a firmacos en la proteasa del virus

H.ILV.-1

a.-Andlisis comparativo de la distribucion estructural de las contribuciones a la

energética de unién de sustratos peptidicos e inhibidores orgdnicos.

Una vez caracterizado termodindmica y estructuralmente el proceso de unién, tanto de
inhibidores peptidicos como no peptidicos, a la proteasa es conveniente realizar un andlisis
comparativo entre ambos, con el fin de identificar aquellas caracteristicas diferenciales que
pudieran ser responsables del desarrollo de resistencia frente a los distintos fAormacos.

Los inhibidores no peptidicos, cuya unién se ha estudiado en la seccién IV.B.2.2.1,
constituyen andlogos de los sustratos, que han disefiados para competir por el mismo sitio de
unién, por lo que se espera que las interacciones se establezcan esencialmente con el mismo grupo
de restos de la proteasa con que lo hacen los sustratos peptidicos. El andlisis termodindmico
estructural llevado a cabo con ambos tipos de ligandos apoya esta hip6tesis, como puede
deducirse de la comparacién entre las distribuciones estructurales de la contribuciones de la
enzima a la energética de unién de sustratos e inhibidores representada en la Figura IV.B.23.
Dicha gréfica contiene tnicamente las contribuciones genéricas aportadas por los restos de la
enzima, de modo que, con objeto de simplificar la representacion, se han representado dnicamente
aquellos amino4cidos que contribuyen con mis de 0.2 kcal-mol-! a la energética de unién.

Del andlisis de la grédfica pueden extraerse varias conclusiones importantes. En primer
lugar, reiterar el hecho de que, en ambos casos, las contribuciones proceden esencialmente de los
mismos restos de la enzima, aunque con magnitudes diferentes para sustratos e inhibidores.
Asfmismo, puede observarse que, incluso aunque la afinidad de uni6n es mayor para los
inhibidores peptidicos, las contribuciones intrinsecas aportadas por la enzima son mayores en el
proceso de unién de los sustratos. De este modo, la suma de las contribuciones de los restos de la
proteasa a la uni6n del sustrato es -11 kcal-mol-!, mientras que la suma total promedio para todos
los inhibidores es -7.8 + 0.6 kcal-mol-l. Como consecuencia, parece razonable afirmar que el
sustrato posee mayor capacidad para establecer contactos intensos de van der Waals con la enzima
que los inhibidores sintéticos, atin a pesar de la mayor afinidad de éstos. El origen de este
comportamiento puede explicarse como consecuencia de la naturaleza quimica de dichos

inhibidores en comparacién con los sustratos peptidicos.
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Figura IV.B.23: Comparacion de las contribuciones individuales de los restos de
la proteasa del virus del V.I.H.-1 a la unién de inhibidores no peptidicos (Barras
oscuras) y sustratos (barras claras). Se muestran los valores promedio para los
distintos inhibidores y los dos modelos del sustrato natural asi como los errores

estdndar correspondientes.

b.-Diferencias fundamentales en la energética de union.

Tanto los resultados experimentales como los obtenidos a partir de los andlisis
termodindmico-estructurales, indican la existencia de una clara diferencia en la termodindmica de
unién de sustratos peptidicos e inhibidores orgénicos. El andlisis termodindmico-estructural del
proceso de unién de los trece inhibidores no peptfdicos considerados en este trabajo predice un

cambio entdlpico desfavorable para el proceso de unién, con valores comprendidos entre 1.3 y
12.2 kcal-mol-! para los distintos inhibidores (Bardi et al., 1997). La tnica medida calorimétrica
de la entalpfa de uni6n de uno de estos inhibidores (SB-203386), aunque llevada a cabo con la
proteasa del virus V.LS., proporciona un valor de 6.4 kcal-mol'!, que se encuentra dentro del
intervalo esperado (Hoog et al., 1996). Las entalpfas de unién correspondientes a los sustratos son

de la misma magnitud. Sin embargo, aunque en ambos casos las contribuciones entdlpicas son
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desfavorables, 1a afinidad de unién de los inhibidores no peptidicos se encuentran en el intervalo
nanomolar, mientras que la correspondiente a los sustratos es del orden micromolar. Como
consecuencia, tanto los inhibidores como los sustratos, deben compensar la contribucién
desfavorable de la entalpfa con un cambio entrépico favorable al proceso de asociaci6n.

Las principales contribuciones al cambio de entropfa asociado a la unién de los ligandos
son las correspondientes a la entropfa de solvatacién y al cambio de entropfa conformacional, de
signos opuestos entre si (ver tabla IV.B.2 para los inhibidores no peptfdicos y tabla IV.B.5 para los
sustratos). La unica contribucién favorable, por lo tanto, procede del incremento en la entropia del
disolvente, originado por la liberacién de las moléculas de agua implicadas en la solvatacién de las
superficies hidrofébicas que se ocultan al disolvente como consecuencia de la uni6n. Esta
ganancia en entropia se compensa parcialmente por la disminucién en entropia conformacional y
translacional que implica la unién de la enzima y el ligando. Dado que los sustratos peptidicos
poseen una mayor flexibilidad en disoluci6n, su unién a la protefna implica la pérdida de un
nimero significativo de grados de libertad. Por el contrario, los inhibidores orgénicos, en su
mayorfa pequefias moléculas rigidas, poseen un menor nimero de grados de libertad, por 1o que
su unién a la enzima no supone una gran penalizacién entrépica.

Para los trece inhibidores orgénicos, el valor promedio para el cambio en entropia
conformacional es de -20 cal-(K-mol)-! con una desviacion estdndar de + 7 cal-(K-mol)-! (Bardi et
al., 1997), mientras que el valor correspondiente a la unién del sustrato nonapeptidico es de -67
cal-(K-mol)'! . La diferencia en entropia conformacional entre ambos se traduce en 14 kcal-mol-!
en energfa libre de unién, diferencia que no queda completamente compensada por las
interacciones entdlpicas que favorecen la unién de los sustratos peptidicos. Como consecuencia,
globalmente, los inhibidores no peptidicos poseen una mayor afinidad de unién debido,

fundamentalmente, a su mayor rigidez en disolucién.

c.-Hipotesis sobre el origen molecular de la resistencia.

Los resultados presentados hasta ahora sugieren una posible explicacién del origen
molecular del fen6meno de 1a resistencia. Gracias a su elevada flexibilidad, los sustratos peptidicos
son capaces de adaptar su conformacién a los sutiles cambios conformacionales provocados en la
estructura de la enzima como consecuencia de la aparicién de una mutacién determinada. Por el

contrario, moléculas como los inhibidores sintéticos, caracterizados por una mayor rigidez
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estructural, poseen una capacidad de adaptaci6on muy limitada. Como resultado, mientras el
sustrato peptidico es capaz de mantener fuertes contactos favorables con la proteasa mutante, el
inhibidor no puede acomodarse a las distorsiones experiment