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Resumen

Objetivo. Realizar predicciones computacionales de estructura de las proteinas humanasBlspgalina y HspB8Materiales y

métodos La prediccion de la estructura secundaria se obtuvo mediante un consenso de los programas de prediccion secundaria GOR ¢
nnPred, Sspro, APSSP2, JPredict, Porter, Prof, SOPMA, HNN y Psi-Pred. Los modelos de estructura terciaria se elabioidgon a part
fragmentos homaologos de proteinas con estructura terciaria conocida que fueron obtenidos por multiples alineamientosl&mpleando
secuencia primaria se obtuvieron perfiles de antigenicidad de las proteinas nativas y fueron analizados los perfilebididdddrofo
polaridad, flexibilidad, accesibilidad tanto de las proteinas nativas como de las mRtmidsdos.Las predicciones de estructura
secundariay terciaria de las proteinas estudiadas muestran que en los tres casos, méas del 65% son regiones emduijc20leXi#dae

y menos del 10% en alfa hélice. Los analisis de estructura primaria muestran que al menos uno de los perfiles estuthadotaadica

esta alteradaConclusionesLos analisis comparativos de estructura sugieren que las mutaciones afectan la solubilidad de las proteinas
mutadas y con ello su funcién como chaperonas moleculares.

Palabras clave:Hsp27 aB-cristalina, HspB8, prediccion de estructura secundaria, modelo computacional estructura terciaria.

Abstract

Computational prediction of tertiary structure of the human proteins Hsp27,aB-crystalline and HspB8. Objective:To make
computational predictions of the structure of the human proteins Hg2@rystalline and HspB8Materials and methods The

prediction of the secondary structure was obtained by a consensus of the programs for secondary prediction GOR 4, nnPred, Sspro
APSSP2, JPredict, Porter, Prof, SOPMA, HNN and Psi-Pred. The models of tertiary structure were built from fragments héanologous
proteins with tertiary known structure that were obtained by multiple alignments. Using the primary sequence we obtaigedittiyan

profiles of native proteins and we analyzed the profiles of hydrophobicity, polarity, flexibility and accessibility ofibetanthmutant

proteins Results Predictions of the secondary and tertiary structures of the studied proteins show that in the three cases, more than 65%
are coil regions, 20-25 % are folded sheet and less than 10% are alpha helix. Analyses of the primary structure shasvdhatafttiee

studied profiles in every mutation is alter€dnclusions The comparative analyses of structure suggest that mutations affect the solubility

of the mutated proteins and hence affect their function as molecular chaperones

Key words: Hsp27 aB-cristalline, HspB8, prediction of secondary structure, computational model of tertiary structure
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Resumo

Predigdo computacional da estrutura terciaria das proteinas humanas Hsp2¥B-cristalina e HspB8 Objetivo. Realizar predi¢bes
computacionais da estrutura das proteinas humanas Hdp2Tristalina e HspB8Materiais e métodos A predigdo da estrutura
secundaria foi obtida através de um consenso dos programas de predicdo secundaria GOR 4, nnPred, Sspro, APSSP2,rJPredict, Porte
Prof, SOPMA, HNN e Psi-Pred. Os modelos de estrutura terciaria foram desenvolvidos a partir de fragmentos homélogassde protein
com estrutura terciaria conhecida que foram obtidos por alinhamentos multiplos. Utilizando a sequéncia primaria foraerfistidos p
antigenicidade das proteinas nativas e foram analisados os perfis de hidrofobicidade, polaridade, flexibilidade e aegissitilidad

proteina nativa, como das mutaniRssultadosAs predi¢des de estrutura secundaria e terciaria das proteinas estudadas mostram que nos
trés casos, mais de 65% séo regiées em coil, 20-25% de folha pregueada e inferior a 10% em alfa-hélice. A analiseplsresteutura

mostra que pelo menos um dos perfis estudados, em cada mutagdo estéGttechdiesA analise comparativa da estrutura sugere que

as mutacdes afetam a solubilidade das proteinas mutantes e, assim, sua fungcdo como chaperones moleculares.

Palavras-chave Hsp27 aB-crystalina, HspB8, predi¢do da estrutura secundaria, modelo computacional estrutura terciaria.

Introduccidén proteinas desnaturalizadas. De esa manera, la actividad de
chaperonas moleculares de esas proteinas difiere de Hsp60
Las proteinas de stress fueron estudiadas por primera vgzHsp70 (12). De otro lado, en funciéon del consumo de
en 1962 por Ritossa, quien trabajando con células de lanergia, se consideran dos grupos, las dependientes de ATP,
glandulas salivares derosophilg observo que al utilizar como Hsp100/HSPH, Hsp90/HSPC1, Hsp70/HSPA, Hsp60/
como estimulos el calor, el dinitrofenol y el salicilato de HSPD1, Hsp40/DNAJB1 y las independientes de ATP como
sodio se producia un incremento en la sintesis de protein&sp/HSPB (13).
con peso molecular de 70 y 26 kDa. Las mismas fueron
llamadadheat shock proteingisp) y en 1973 son descritas
como proteinas inducidas por el stress (1). Estas proteindos resultados obtenidos en numerosas investigaciones,
estan presentes en todas las células e intervienen duragterante los afios 90, sugirieron que las proteinas de
la sintesis proteica, uniéndose a peptidos nacientes pagstrés seencuentran implicadas no solo en procesos
dirigir su plegamiento, lo que garantiza su estructurdisiologicamente normales, sino asociadas a procesos
tridimensional y consecuentemente su funcionamientgatologicos (15). Las enfermedades conformacionales
correcto. De igual manera, son capaces de unirse a péptidosproteinopatias, se caracterizan por la presencia
y proteinas alteradas por diversos tipos de agresionesitoplasmatica de cuerpos de inclusion o agregados
facilitando su reorganizacién o degradacion. Un ampligoroteicos, los cuales, de manera general, son el resultado
espectro de agresiones fisioldgicas y ambientales comde proteinas mal plegadas (11,14). En esos cuerpos de in-
infecciones virales, procesos inflamatorios, cuadros feclusion ha sido descrita la presencia de ubiquitina,
briles, exposicion de las células a citotoxinas, anoxiasubunidades del proteosoma y chaperonas moleculares,
choque térmico y pH &cido, inducen un rapido aument@lementos que participan en los procesos celulares de con-
en las concentraciones de las Hsp. La funcion como mdvol de calidad a nivel de las proteinas (15,16). La capaci-
léculas chaperonas constituye un mecanismo de defensad de las Hsp para proteger contra la desnaturalizacion de
que permite a la célula adaptarse a condiciones anémaléas proteinas inducida por el estrés térmico y la asociacion
y aumentar su capacidad de supervivencia (2). de las Hsp con los agregados protéicos, sugieren que las
chaperonas moleculares estan implicadas en el desarrollo
La masa molecular, su comportamiento celular y lagle enfermedades neurodegenerativas como Parkinson,
funciones que realizan, definen las diferentes familias déluntington y Alexander (15). Esto ultimo, en la basqueda
Hsp, entre las cuales se encuentran las Hsp100/HSPlde medidas terapéuticas para estas patologias, constituye
Hsp90/HSPC1, Hsp70/HSPA, Hsp60/HSPD1, Hsp40/una potencial alternativa basada en la produccion de este
DNAJB1 yHsp/HSPB (small heat shock protein) (3,4). tipo de proteinas. Con el fin de generar conocimientos que
Las Hsp constituyen una familia formada por 10contribuyan al logro de este propdésito, en el presente tra-
proteinas: Hsp27qB-cristdina, aA-cristalina, Hsp20, bajo mediante el empleo de herramientas computacionales,
MKBP/HspB2, HspL27/HspB3, cvHsp, HspB8, HspB9 y se analiza la estructura primaria, se predice la estructura
HspB10 (4-11). Para las Hsp, se ha propuesto un mecanismsecundaria, son elaborados modelos de estructura ter-
de chaperonaje molecular que sugiere que esas proteineisiria de las proteinas Hsp27, alfa B-cristalina'y HspB8
intervienen en la proteccion de polipéptidos mal plegadosiumanas y se estudia el efecto de las mutaciones repor-
con la finalidad de bloquear interacciones no apropiadagadas (17) sobre la estructura de dichas moléculas.
Sin embargo, las Hsp no participan en el replegaje de laSspecificamente G84R, L99M, P39L, P182L, R127W,
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R136W, R140G, S135F, T151l sobre la primera, R120Ge emplearon los programas POV 3.6, RasMol 2.6 (29) y
y D140N sobre la segunda y K141N y K141E sobre laSpdbv 4.0.1 (28).
tercera de las proteinas.

Analisis de las mutaciones

Materiales y métodos Para cada una de las mutaciones fue realizado el mismo
analisis de estructura primaria que fue realizado a las pro-

En GenBank el nimero de acceso para Hsp27 et¢inas salvajes.
BAB17232.1, parauB-cristalina ACA05949.1 y para
HspB8 CAG384884.1, donde se encuentran las secuencias
de aminodcidos utilizadas en este trabajo.
Resultados

Andlisis de la estructura primaria s o
Andlisis de la estructura primaria

Para la determinacion de los perfiles de accesibilidad, ) ) _ ,
hidrofobicidad, polaridad y flexibilidad se empleé La figura 1 muestra las secuencias primarias de las protei-

“ProScale” de ExPASy (18), mientras que para la predic"'@s humanas Hsp2aB-cristalina y HspBS, las cuales se
cién del perfil de antigenicidad se utilizé el Iorogramaencuentran en GenBank y fueron obtenidas mediante los

JaMBW Chapter 3.1.7 (19) y los alineamientos de secuerﬂ(jmeros de acceso _BABl7232'1’ ACA05949.1y
AG384884.1, respectivamente.

cias fueron realizados empleando el programa HHpred (205;
En todos los casos se utilizaron los programas con Iog

parametros pre-establecidos, sin variacion en ningn cas a obtencion de los perfiles de hidrofobicidad fue realiza-

a mediante el algoritmo de Kyte-Doolitle, el cual emplea
una escala que otorga valores de hidrofobicidad para cada
Prediccidn de la estructura secundaria uno de los aminoacidos, con variaciones entre -3.5
(Glutamato) y 4.2 (valina), mientras que para la obtencion
En cuanto a la prediccion de la estructura secundaria s#e los perfiles de polaridad se emple6 el algoritmo de
empled “Proteomics and Sequence Andlisis Tools” deZimmerman, que utiliza una escala que asigna valores de
ExPASYy (18), para lo cual las secuencias de aminoacidgsolaridad para cada uno de los aminoacidos, con variacio-
de Hsp27oB-cristalina y HspB8 fueron sometidas a los nes entre 0.0 (Alanina) y 52 (Arginina). En el caso del
siguientes programas de prediccion de estructurgorcentaje de accesibilidad fue utilizada una escala que
secundaria: GOR 4, nnPred, Sspro, APSSP2, JPredidsigna porcentajes de accesibilidad a cada uno de los
Porter, Prof, SOPMA, HNN y Psi-Pred (21-28), con elaminoacidos, con variaciones entre 0.3 (Lisina) y 0.9
proposito de obtener un consenso de las predicciones €isteina) y finalmente para la flexibilidad fue utilizada la
dichos programas. escala de Bhaskaran, la cual otorga valores de flexibilidad
para cada uno de los aminoéacidos, con variaciones entre
o o 0.300 y 0.540 (18). En todos los casos los algoritmos con-
Prediccion de la estructura terciaria sideraron ventanas de 9 aminoacidos. Los perfiles obteni-
dos para Hsp27, alfa B-cristalina y HspB8 muestran valores

Para la prediccidn de la estructura terciaria se emple6 ‘Hajos de hidrofobicidad y altos de polaridBagra 2), lo

programa HHpred, el cual mediante alineamientos multl-que sugiere que son moléculas poco hidrofébicas y pre-

ples con proteinas de las cuales existe estructura terdarb%minantemente polares. Los altos valores de flexibili-
obtenida experimentaimente, permitio obtener fragmeny, y 4ccesibilidad, sugieren que son moléculas flexibles

tos de otra§ moleculas,_con secuencias similares a cafja 1¥n%0n regiones de alta accesibilid&ig(ra 3).
de las moléculas estudiadas. Estos fragmentos homologos

fueron unidos, empleando el programa Swiss-pdb Viewer

version 4.0.1 (spdbv 4.0.1) (28), y finalmente los residuorediccidn de la estructura secundaria

sin prediccion computacional fueron adicionados manual-

mente uno a uno, atendiendo a su orientacion de acuerddzhconsenso de los 10 programas computacionales de pre-
la prediccion secundaria. En cada caso el modelo de egiccion de estructura secundaria sugieren que Hsp27 tie-
tructura obtenido fue minimizado con el programa Discoveme una estructura secundaria compuesta por 9.27% en
3, del paquete de Insight Il 2004, en un computador Silicomélice, 24.39% en hoja plegada y 66.34% en coil. En el
Graphic Octane. Para visualizar la estructura tridimensionakaso de la alfa B-cristalina 6.86% en alfa hélice, 27.43%
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en hoja plegada y 65.71% en coil, mientras que HspB&spB8: Se efectuaron alineamientos multiples con
presenta 2.55% en hélice, 21.43% en hoja plegada groteinas que poseen estructura terciaria determinada
76.02% en coilkigura 4). experimentalmente y se encontraron 44 fragmentos con
identidades desde 10 hasta 33% y probabilidades desde
L o 20,3 a 99,86%. Se utilizaron fragmentos de las proteinas
Prediccion de la estructura terciaria 1hsh_A, 1gme_A, y 2Bol_A que especificamente
corresponden a los amino&cidos en posiciones 14-30; 31-

. L ) 7 y 98-196 respectivamente y constituyen el 93,4% del
proteinas que poseen estructura terciaria determina

) al i i 63 f i odelo. Empleando el programa Spdbv 4.0.1, estos
experimentaimente y s encontraron ragmentos COWagmentos homélogos fueron unidos y finalmente, fueron

identidades desde 7 hasta 38% y probabilidades desdg,.”. S
20.3 2 99,98%. Se utilizaron fragmentos de las protein %%luonados manualmente (de acuerdo a la prediccion de

o a3y estructura secundaria) los 13 aminoé&cidos iniciales que
1gme_A, 1hsh_A y 2Bol_A que especificamente arecian de prediccion de estructura terciaria, es decir, lo

corresponden a los amino4cidos en posiciones 12-32; 3%— . ;
; . orrespondiente al 6,6% restante del modeigufa 5D).
44 y 45-204 respectivamente y constituyen el 93,4% de P ° )

modelo. Empleando el programa Spdbv 4.0.1, estogl extremo N-terminal de Hsp27 que posee el motivo WD/
fragmentos homologos fueron unidos y finalmente, fuerorEPF es la region esencial para la formacion de oligémeros.
adicionados manualmente (de acuerdo a la prediccion dee estima que la forma oligomérica de Hsp27
su estructura secundaria) los 11 aminoéacidos iniciales gusrobablemente esta conformada de dimeros estables, que
carecian de prediccion de estructura terciaria, es decir, lse forman por interacciones entre los dominios alfa-
correspondiente al 6,6% restante del modeigufa 5A). cristalinos de monémeros contiguos. Estos dimeros se
aB-cristalina: Se efectuaron alineamientos mdltiples conasocian para formar tetrameros, los cuales finalmente
proteinas que poseen estructura terciaria determinadarman oligémeros inestables. En su forma oligomérica
experimentalmente y se encontraron 68 fragmentos coAsp27 (aproximadamente 800 kDa), esta compuesta por
identidades desde 6 hasta 33% y probabilidades desd& a 32 subunidades y es solamente en esta conformacion
20,11 a 99,92%. Se utilizaron fragmentos de las proteinague posee actividad de chaperona molecular (30, 31, 32).
lhsh_A, 1gme_A, y 2Bol_A que especificamenteEn el caso de alfa B-cristalina, se establecié que sedimenta
corresponden a los aminoacidos en posiciones 9-32; 3%n gradiente de glicerol como un oligbmero de
165 y 166-175 respectivamente y constituyen el 95,5%proximadamente 500 a 540 kDa, dado que el monémero
del modelo. Empleando el programa Spdbv 4.0.1, estoss de 21 kDa, la forma oligomérica equivaldria a 24
fragmentos homologos fueron unidos y finalmente, fuerorunidades (33). Igualmente, se conoce que HspB8 sedimenta
adicionados manualmente (de acuerdo a la prediccidoon un peso molecular de aproximadamente 62 kDa, si el
de su estructura secundaria) los 8 aminoacidos inicialesionémero es 28 kDa, equivaldria a un dimero (30). Las
que carecian de prediccion de estructura terciaria, es decifguras 5F y 5G muestran modelos tetraméricos de Hsp27 y
lo correspondiente al 4,5% restante del modeigura alfa B-cristalina, mientras que la figura 5H muestra la HspB8
5B, 50). en su forma dimérica.

A
MTERRVPFSLLRGPSWDPFRDWYPHSRLFDQAFGLPRLPEEWSQWLGGSS
WPGYVRPLPPAAIESPAVAAPAY SRALSRQLSGVSEIRHTADRWRVSLDVNH
FAPDELTVKTKDGVVEITGKHEERQDEHGYISRCFTRKYTLPPGVDPTQVSSS
LSPEGTLTVEAP MPKLATQSNEITIPVTFESRAQLGGPEAAKSDETAAK
(8)
MDIAIHHPWIHRPFFPFHSPSRLFDQFFGEHLLESDLFPTSTSLSPFYLRPPSFL
RAPSWFDTGISEMRLEKDRFSVNLDVKHFSPEELKVKVLGDVIEVHGKHEER
QDEHGFISREFHRKYRIPADVDPLTITSSLSSDGVLTVNGPR KQVSGPERTIPIT
REEKPAVTAAPKK
©
MADGQMPFSCHYPSRLRRDPFRDSPLSSRLLDDGFGMDPFPDDLTASWPDW
ALPRLSSAWPGTLRSGMVPRGPTATARGVPAEGRTPPPFPGEPWKVCVNV
HSFKPEELMVKTKDGYVEVSGKHEEKQQEGGIVSKNFTKKIQLPAEVDPVTVF
ASLSPEGLLIIEAP QVPPYSTFGESSFNNELPQDSQEVTCT

Hsp27: Se efectuaron alineamientos multiples con

Figura 1. Secuencia primaria de Hsp27 (A), alfa B-cristalina (B) y HspB8 (C). En negrilla se indican los
aminoacidos que conforman el dominio alfa cristalino (secuencia altamente conservada en las sHps).

18 Séenz-Suarez et al



Prediccién de estructura terciaria de proteinas Hsp

ProtScsle output for user sequence ProtScale output for user seguence
1.5 T T T T 58 T T T
Hphob. - Kyte & Doolittle D Polarity < Zinmerman
1| N 4 as |
8.5 | g
4a |-
al |
as |
-8.5 | s
28 |
P 1 v
H ¢
H 3 es|
3 3
® -1s 4 ¢
za |
e | ]
15
-2.5 | g
18
sl |
-3.5 | = I .
4 | I I | a i | I |
58 188 158 288 sa 188 158 ECE]
Position Position
FrotScale output for user sequence FrotScale output for user sequence
1.5 T T T T T T T 11.5 T T T T T T T T
B Hphob. 7 Kyte & Doolittle E Falarity - Granthan
1 s 1k 4
a.5 g
18.5 -
ok ]
18 .
-8.5 s
5.5 -
b |
H ¢
H H ENS .
3 &
® -1s -
3.5 .
e ]
sl
-2.5 s
7.5 - .
sl |
s L
-3.5 s
4 1 . | I I I I | 6.5 1 | 1 L 1 i 1 1
P i 8 . Lom 120 Lam len 28 48 68 88 188 128 148 168
s Fosition
Fosition
FrotScale output for user sequence ProtScale output for user ssquence
2 . . . . . . . . 11.5 T T T T T T T T
C Hphob. - Kyte & Doolittle Polsrity # Granthan
1.5 . 1k I ]
e |
18.5 s
a.5 g
18 4
ok ]
5.5
o "85 b 4 @
c H
5 3
3 &
5 L ] ENS
-1.5 4 a5 L ]
2 b ]
s L ]
-2.5 s
7.5 s
3l |
- I | | | | | I I |
lals I | | I | | | | |
. za 48 60 a8 108 128 148 168 188
28 48 58 E 188 128 148 168 188
o Position
Position

Figura 2. Perfiles de hidrofobicidad y polaridad. Hidrofobicidad segun algoritmo de Kyte-Doolitle (escala de -3.5 a 4.2, en
el eje de las ordenadas y posicion de los aminoécidos en el eje de las abscisas). A: Hsp27, B: aB-cristalina, C: HspBS8.
Polaridad segtin algoritmo de Zimmerman (escala de 0.00 a 52, en el eje de las ordenadas y posicion de los aminoacidos en
el eje de las abscisas). D: Hsp27, E: aB-cristalina, F: HspBS.
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Figura 3. Perfiles de flexibilidad y accesibilidad. Flexibilidad segun algoritmo de Bhaskaran (escala: 0.300 a 0.540 en el eje de
las ordenadas y posicion de los aminoacidos en el eje de las abscisas). A: Hsp27, B: aB-cristalina, C: HspB8. % accesibilidad
(escala: 0.300 a 0.900 en el eje de las ordenadas y posicion de los aminoécidos en el eje de las abscisas). D: Hsp27, E: aB-
cristalina, F: HspBS.
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MTERRVPFSLLRGPSWDPFR
DWYPHSRLFDOQAFGLPRLTEPE
EWSQWLGGSSWPGYVRPLTPTP
A'Al'ESPAVAAPAYSRALSRAOQ
L SSGVSEIRHTADRWRVYVSLD
VNHFAPDELTVKTHKDGVVE]
T GKHEERQDEHGY!| SRCFTR
KYTLPPGVDPTQVSSSLSTPE
GTLTVEAPMPEKLATQSNEI T
Il PVTFESRAQLGGPEAAKS SS
ETAAK

MDI Al HHPWI HRPFFPFHSP
SRLFDQFFGEHLLESDLTFPT
STSLSPFYLRPPSFLRAPSW
FDTGLSEMRLEKDRFSVNLD
VKHF SPEELKVKVLGDVI EV
HGKHEEROQDEHGTFI SRETFHTR
KYRI PADVDPLTI TSSLSSD
GVLTVNGPRKAQVSGPERTI P
I TREEKPAVTAAPKEK
MADGQMP FSCHYPSRLRRDP
FRDSPLS SRLLDDGFGMDEPF
PDDLTAS WPDWALPRLSSAW
PGTLRSG MVPRGPTATAREFG
VPAEGRT PPPFPGEPWKVCYV
NVHSFKPEELMVYKTHKDGYVE
VSGKHEE KQQEGGI VS KNFT
KKI QLPA EVDPVTVFASLSTEP
EGLLI I E APQVPPYSTTFGES
SFNNELPDSQEVTCT

Figura 4. Prediccion secundaria de las proteinas humanas Hsp27, alfa B-cristalina y
HspBS. La prediccion es producto del consenso de los programas GOR 4, nnPred,
Sspro, APSSP2, JPredict, Porter, Prof, SOPMA, HNN y Psi-Pred para prediccion de
estructura secundaria. Helice (azul); Coil (gris); hoja plegada (amarillo). Superior:
Hsp27. Centro: alfa B-cristalina. Inferior: HspBS .

Perfiles de antigenicidad

Los perfiles de antigenicidad fueron establecidos empleartiSP27: El perfil de antigenicidad muestra regiones
do el programa JaMBW Chapter 3.1.7 el cual utiliza una2ntigénicas de la protelna_ent,re_ los amlnoac_:lc_i(,)s en posicion
escala de hidrofilicidad, asignandole un valor a cada ung20-130 y entre los aminoacidos en posicion  190-200.
de los aminoéacidos, con variaciones entre -3.4(Triptofan02x o ' o

y 3.0 (Arginina). El algoritmo promedia valores de _B—crlstalmg. El_perfll de ar_ltlgenludad muest_ra qug re-
hexapeptidos que son luego promediados a lo largo qgiones antigénicas se ubican entre los aminoacidos en
toda la secuencia y considera que los picos de la cun@osicion 60-70, 100-110 y 158-168.

estan asociados a determinantes antigénicos (19). Los per-

files asi obtenidos son mostrados en la figura 6 y la ubica-spB8: El perfil de antigenicidad muestra que regiones
cion de zonas antigénicas en el modelo de estructurantigénicas se ubican entre los aminoacidos en posicion
terciaria de cada proteina se muestran en la figura7. 10-20 y 120-130.
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Figura 5. Modelos de estructura terciaria de las proteinas humanas Hsp27, aB-cristalina y HspB8. A: Modelo de
estructura monomérica de Hsp27. B-C-E: Modelo de estructura terciaria monomérica de aB-cristalina. D: Modelo de
estructura terciaria monomérica de HspB8. F: Modelo de estructura tetramérica de Hsp27. G: Modelo de estructura tetramérica
de aB-cristalina. H: Modelo de estructura dimérica de HspB8 humana. Visualizacion con RasMol 2.6 (B-D), visualizacion
con Spdbv 4.0.1 (C-E-H), visualizacién con POV 3.6 (A-F-G),

Andlisis de mutaciones causada por agentes virales y bacterianos o la exposicién a
metales pesados, andlogos de aminoacidos, pequefias
Los resultados de los perfiles de hidrofobicidad, Ioo|ari_moléculas farmacolégicamente activas y oxidantes. Comuan

dad, flexibilidad y porcentaje de accesibilidad para cada® €St0s tipos de estrés son los efectos asociados al
una de las mutaciones analizadas sugieren que en todg€gamiento, translocacion, ensamblaje y degradacion de

los casos las mutacién alteran al menos uno de los perfildgS Proteinas. Como consecuencia se produce un incremento
estudiadosTabla 1). de proteinas no plegadas, asi como un incremento del

desplegaje y formacioén de agregados de proteinas, lo que
induce una respuesta celular mediada por una sintesis elevada
de chaperonas moleculares y proteasas, cuyo objetivo es
Discusion reparar el dafio proteico (34). La funcién principal de las
proteinas de estrés es su actividad como chaperonas
Aunque inicialmente, el choque térmico a nivel celular moleculares. En este sentido, estd bien establecido que
fue asociado a causas ambientales, el mismo efecto enuchas proteinas no pueden adquirir su conformacion nativa
provocado por situaciones fisiopatolégicas y agentessin la asistencia de las chaperonas moleculares (35). Ademas,
bioguimicos, como la respuesta celular a la infeccidnlas chaperonas moleculares interactdan transitoriamente con

22 Séenz-Suarez et al



Prediccién de estructura terciaria de proteinas Hsp

N

\ Mo ﬂmf‘fh M/\ mm ur\ /\
WWWJWV\}”U U vwvvv

o 0 200 30 40 &0 GO 7O 80 90 100 410 420 130 140 150 4860 1700 180 180 200

" W\ /\/M /M
W

u] 10 20 20 40 50 &0 70 20 a0 00 440 120 120 140 450 460 170

(B) AMINOACIDOS

=
ﬂ/\ /\I\ f\un\’r'\ M A/L{\l fedl ’ﬂm
w Ty U VY

Al AJ

3
a q0 20 a0 40 50 60 0 a0 g0 100 110 420 430 140 480 460 170 120 490

() AMINOACIDOS

Figura 6. Perfiles de antigenicidad de las proteinas humanas Hsp27, aB-cristalina y HspB8. Los perfiles fueron establecidos
empleando el programa JaMBW Chapter 3.1.7 (escala de hidrofilicidad: -3.4 a 3.0 en el eje de las ordenadas y posicion de los
aminodcidos en el eje de las abscisas). (A): Hsp27: se sefialan regiones antigénicas comprendidas entre los aminoacidos en
posicion 120-130 (verde), 190-200 (turquesa). (B): aB-cristalina: se sefialan regiones antigénicas comprendidas entre los
aminoacidos en posicion 60-70 (azul), 100-110 (fucsia) y 158-168 (rojo). (C): HspBS8: se sefialan regiones antigénicas
comprendidas entre los aminoacidos en posicion 10-20 (rojo) y 120-130 (verde).
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Figura 7. Regiones antigénicas en las proteinas humanas Hsp27, aB-cristalina y HspB8 mostradas en los modelos de
estructura terciaria. A: Hsp27: aminoacidos 120-130; aminoacidos 190-200. B: aB-cristalina: aminoacidos 60-70; aminoacidos
100-110; aminoacidos 158-168. C: HspB8: aminoacidos 10-20; aminoacidos 120-130. Visualizacion con el programa POv 3.6.

Tabla 1. Resumen del andlisis de los perfiles de hidrofobicidad, polaridad, flexibilidad y % de accesibilidad de
las mutaciones de Hsp2&B-cristalina y HspB8 humanas.

Mutacion Hidrofobicidad Polaridad Flexibilidad Accesibilidad
Hsp27 G84R Disminuida Sin variacién Sin variacién Sin variacién
Hsp27 L99M Sin variacion Sin variacion Sin variacion Disminuida
Hsp27 P39L Sin variacion Sin variacion Disminuida Sin variacion
Hsp27 P182L Aumentada Sin variacion Disminuida Sin variacion
Hsp27 R127W Sin variacion Disminuida Disminuida Disminuida
Hsp27 R136W Aumentada Disminuida Disminuida Disminuida
Hsp27 R140G Aumentada Disminuida Sin variacion Sin variacion
Hsp27 S135F Sin variacion Sin variacion Disminuida Disminuida
Hsp27 T151l Aumentada Sin variacion Sin variacion Disminuida
aB-R120G Aumentada Disminuida Sin variacion Aumentada
oB-D140N Sin variacion Disminuida Disminuida Sin variacion

HspB8 K141N
HspB8 K141E

Sin variacion

Sin variacion

Sin variacion

Sin variacion

Sin variacion

Sin variacion

Disminuida

Disminuida

otras proteinas a fin de impedir posibles interacciones nba capacidad de las Hsp de proteger contra la
apropiadas conducentes a la agregacion proteica, estabilizagasnaturalizacion de las proteinas inducida por el estrés térmico
proteinas nacientes guardandolas en una conformacion yda asociacion frecuente de estas moléculas con los agregados
plegada con la finalidad de permitir su translocacion a traveégroteicos sugieren que estan implicadas en el desarrollo de
de las membranas y participan en la recuperacion denfermedades degenerativas (15). Ademas, esta bien
proteinas desnaturalizadas, para lo cual reconocen y se unggmostrado que mutaciones en chaperonas moleculares estan
selectivamente a proteinas que han perdido su conformaci@ociadas a algunas enfermedades (13). El estudio de estas
nativa formando complejos relativamente estables (36) mutaciones constituye el punto de partida para entender cuales
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son las implicaciones de la ausencia o de las modificacioned dominio alfa cristalino y tienen en comun que
de esas chaperonas mutadas. Los hallazgos de diferenciasadectan elmusculo esquelético induciendo miopatias.
estructura-funcion entre las proteinas normales y las mutadaslicionalmente pueden comprometer otros drganos, como
constituyen avances importantes en la busqueda de devetar el caso D140N y su reportada asociacion a la formacion
cémo el producto de la mutacion pudiera ser compensadde cataratas (17). Fue demostrado que este tipo de proteinas
Sin embargo, en la literatura cientifica no existen reportemutadas tienen una actividad disminuida en su funcion de
acerca de las estructuras secundaria, terciaria y cuaternariacteaperonas moleculares asociada a la formacion de
las proteinas alfa-B cristalina, Hsp27 y HspB8. Ante la ausenciagresomas (30, 35), lo que implica disminucién en la
de conocimientos obtenidos experimentalmente, sobre Isolubilidad.
conformacion nativa de estas moléculas, la elaboracion de
modelos computacionales para las proteinas normales Bf analisis de estructura de estas mutaciones mostro que en
mutadas ofrece la posibilidad de tener buenas aproximaciontsros los casos, al menos uno de los perfiles estudiados
alas estructuras tridimensionales (37, 38, 39). A partir de est@sta alteradoT@bla 1) y por consiguiente En el caso de
modelos se puede obtener informacion por predicciénisp27, la disminucion del perfil de flexibilidad inducida
computacional de algunas de sus propiedades quimicasper las mutaciones P39L, P182L, R127W, R136Wy S135F
inferir implicaciones en su comportamiento. La comparaciorpareciera ser la responsable de la reduccion de la funcion
de las estructuras normales y mutadas obtenidas de esta fortle, chaperona molecular. Para la mutacion P182L existe
permite conocer la influencia de cada mutaciéon sobre laumento del perfil de hidrofobicidad y disminucion del
estructura y funcién de la molécula normalmente expresadaperfil de flexibilidad, lo que sugiere que dicha mutacion
abre la posibilidad de establecer correlaciones genotipasompromete la solubilidad de la proteina y la pérdida de
fenotipo (37). su actividad de chaperona molecular, lo cual es bien
marcado por encontrarse la mutacion en la cola flexible
Las predicciones de estructura secunddfigufas 4) y (porcién de la proteina que la mantiene soluble), esto sin
terciaria Figura 5) de las proteinas estudiadas muestraduda afecta severamente sus funcionalidad. De otro lado,
gue en todos los casos mas del 65% son regiones en coillaydisminucién de los perfiles de accesibilidad inducida
menos del 10% en hélice, mientras que en hoja plegad#or las mutaciones L99M, R127W, R136W, S135F y T1511
hay regiones entre el 20 y 25%. La prevalencia desugiere que la reduccion del contacto con el medio acuoso
conformacion en coil hace a estas moléculas méas ductilete ciertas zonas de la molécula conlleva a la insolubilidad
y se explica por la necesidad funcional de establecede la proteina. Asi mismo, los aumentos de hidrofobicidad
facilmente interacciones con las proteinas que van an R140Gy T151l, asi como las disminuciones de polaridad

proteger. en R140G y de accesibilidad de T151I sugieren que en
presencia de ambas mutaciones Hsp27 afecta su solubilidad.
Los perfiles de hidrofobicidad F{guras 2A, 2B, 2Q, En el caso de la mutacion G84R se observo solo una leve

muestran que estas proteinas tienen pocas regionésminucion de la hidrofobicidad en la zona de la mutacion,
hidrofébicas, lo cual esta en concordancia con sus perfileague aunque leve debe comprometer la solubilidad de la
de polaridad Kiguras 2D, 2E, 2H, que evidencian que proteina producto del cambio drastico de un amino&cido
son moléculas muy polares, asi como también con lokidrofébico por uno polar cargado. Finalmente, la mutacion
perfiles de accesibilidadriguras 3D, 3E, 3F, que indican  R136W es la Unica que produce alteraciones en todas las
una elevada proporcion de zonas de facil accesibilidad @laracteristicas analizadas: hidrofobicidad, polaridad,
medio acuoso. Como cabria esperar son moléculas mdlexibilidad y accesibilidad, lo que sugiere que es una
flexibles Figuras 3A, 3B, 3Q, dada su condicion de mutacién muy severa que debe afectar drasticamente la
chaperonas moleculares, puesto que la flexibilidad legestructura y funcién de la proteina, lo cual podria
permite adaptarse mas facilmente a las proteinas substragorrelacionarse con la severidad en la enfermedad axonal
a las que se unen para protegerlas. De estas proteinasGiearcot Marie Tooth tipo Il causada por esta mutacién de
conoce por analisis de Western Blot que son proteinadisp27.
solubles (30), lo cual se corresponde con la informacion
computacional obtenida en este trabajo. Con relacion a alfa B-cristalina el aumento del perfil de
hidrofobicidad y la disminucion del perfil de polaridad
Han sido descritas nueve mutaciones para Hsp27 (G84Rducidos por la mutacion R120G explican el hallazgo
L99M, P39L, P182L, R127W, R136W, R140G, S135Fexperimental de la marcada tendencia hacia la
T151l), dos para alfa B-cristalina (R120G y D140N) y dosagregacion (30,36). Por otro lado, los resultados sugieren
para HspB8 (K141N y K141E). A excepcion de P39L yque la disminucién de los perfiles de polaridad y
P182L de Hsp27, todas esas mutaciones se ubican é€exibilidad causadas por la mutacién D140N son
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responsables de la alteracién en su funcion comailfa B-cristalina y HspB8. Fueron analizadas las mutacio-

chaperona molecular.

nes hasta ahora descritas para estas proteinas encontrando-

se que todas afectan al menos una de las caracteristicas
En el caso de HspB8 la disminucion del perfil deestudiadas en la estructura primaria: hidrofobicidad, pola-
accesibilidad inducida por las mutaciones K141N y K141Eridad, flexibilidad y % accesibilidad. Los resultados su-
parece ser responsable de la insolubilidad de la proteinagieren que estas variaciones son responsables de la
la reduccion en su funcion de chaperona moleculardisminucién en la solubilidad, encontrada experimental-

reportado por Carra y colaboradores (40).

Los andlisis de estructura primaria se realizaron sobre la

mente, en estas proteinas.

secuencia completa de la molécula. Si el analisis s&inanciacion

realiza exclusivamente sobre la zona de la mutacion, es
claro que una variacion estructural se debe produci'E
debido al cambio de aminoacido y consecuentement
variaciones en el comportamiento de la proteina. Si
embargo, con la metodologia empleada, no fuero

| presente trabajo es producto del proyecto 025-ME-2007
gubvencionado por el Centro de Desarrollo Cientifico
AHumanistico y Tecnolégico (CDCHT) de la Universidad

{Fentroccidental Lisandro Alvarado, Barquisimeto, Vene-

detectados eventuales cambios que pudieran afect&Hel2-

algunos perfiles que aparecen sin variacién. Sin duda,

esto sugiere la necesidad de otros analisis mas puntual&%nﬂicto de intereses

con herramientas computacionales mas sofisticadas.

Como las diferencias son minimas, es necesario pargq existe conflicto de intereses.

poderlas establecer y correlacionarlas funcionalmente
gue sean realizados otros tipos de anélisis tales como
distancia entre los atomos, desaparicion de interaccion
electrostaticas y establecimiento de otras nueva
interacciones de los 4&tomos mutados con atomos de
cola flexible, relacién espacial con zonas conservadas’
evolutivamente (dominio alfa cristalino) y otras.

Los perfiles de antigenicidadrifura 6 y 7) proporcio-
naron informacién sobre zonas antigénicas de utilidad
en el corto plazo para la sintesis de péptidos utiles en la
produccion anticuerpos que serdn empleados en ensaygs
de inmunodeteccién y cuantificacion de las proteinas
estudiadas.

La obtencion de los modelos computacionales de las prat.
teinas serd la base para estudios de bioinformatica poste-
riores tendientes a proponer modelos de interaccion entre
estas proteinas y sus sustratos y su relacién con la forma-
cion de agregados proteicos presentes en enfermedades
degenerativas. La informacién que pueda generarse con-
tribuira decididamente con el propdsito de buscar medi®:
das terapéuticas que alivien las dolencias de los pacientes
gue padecen este tipo de patologias, que si bien no tienen
una alta incidencia son devastadoras para quien las pade-
ce y tienen un alto costo afectivo y socio-econémico. 6

Conclusiones

Se elaboraron modelos computacionales de las estructurds
secundarias y terciarias de las proteinas humanas Hsp27,
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