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ARTICULO ORIGINAL
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Introduccién. El sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis tipo Il (MC KUSIK 309900) es
causado por la deficiencia de la iduronato 2-sulfato sulfatasa humana (E.C. 3.1.6.13). La
enzima no ha sido cristalizada y por tanto sus estructuras no se conocen por deduccion
experimental.

Objetivo. Proponer un modelo computacional para la estructura tridimensional de la iduronato
2-sulfato sulfatasa humana.

Materiales y métodos. Se realiz6 un andlisis computacional de esta enzima empleando
programas de libre acceso en internet como Comput pl/MW, JaMBW Chapter 3.1.7, SWISS-
MODEL, 3D-PSSM, ProSup. Los procesos de minimizacién de energia se realizaron con el
programa Discover 3 del paquete Insight 1l (2004).

Resultados. Se propone un modelo tridimensional de la iduronato 2-sulfato sulfatasa humana
gue presenta 33,3% en hélice, 7,2% en hoja plegada y 59,5% en enrollamiento al azar (coil).
Se hallaron valores de RMS (del inglés Root Mean Square) de 0,78 y 0,86A al compararla con
otras enzimas de la misma familia. EI modelo revela cinco sitios potenciales de N-glicosilacion
y una entrada al bolsillo que contiene los aminoacidos que componen el sitio activo. Usando
este modelo se encontré una buena correlacién entre el tipo de mutaciones y la gravedad de
la enfermedad en 20 pacientes analizados.

Conclusién. Los valores de RMSy la correlacion genotipo-fenotipo en los pacientes analizados
sugieren el modelo puede usarse para predecir ciertos aspectos del comportamiento biolégico
de la enzima.

Palabras clave: mucopolisacaridosis Il, iduronato sulfatasa, estructura terciaria de proteina,
metodologias computacionales.

Computational prediction of the tertiary structure of the human iduronate 2-sulfate sulfatase

Introduction. Hunter syndrome (MC KUSIK 309900) or mucopolysacharidosis type Il is due to
the deficiency of the enzyme iduronate 2 sulfate sulfatase (E.C. 3.1.6.13). This enzyme has not
been crystallized, and therefore the experimental structures are not available.

Objectives. A computational three-dimensional model was proposed for the iduronate 2 sulfate
sulfatase enzyme.

Materials and methods. A computational analysis of this enzyme used the following free
internet software programs: Comput pl/MW, JaMBW Chapter 3.1.7, SWISS-MODEL, Geno3d,
ProSup. Energy minimization was done with Discover 3 and Insight Il version 2004.

Results. A three-dimensional conformational model was proposed. The model showed 33.3%
of helix structure, 7.2% beta sheet, and 59.5% random coil. RMS values (Root Mean Square)
(0.78 and 0.86A) were found when compared with other enzymes of the same family. The
model presented 5 exposed N-glycosylation potential sites and an entry to the pocket that
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contains the amino acids of the active site. A high correlation was found between the type of
mutations and the severity of the phenotype in twenty patients analyzed.

Conclusion. The RMS values, as well as the high correlation between the type of mutation and
the phenotype, indicated that the model predicts some aspects of the enzyme’s biological

behavior.

Key words: mucopolysaccharidosis I, iduronate sulfatase, tertiary protein structure,computing

methods.

El sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis Il
(MPS 1) (MC KUSIK 309900) es causado por la
deficiencia de la enzima humana iduronato 2-
sulfato sulfatasa (IDSh) (E.C. 3.1.6.13), lo que
ocasiona la acumulacién lisosémica del heparan
y el dermatén sulfato con el consecuente aumento
de su excrecion urinaria. Las consecuencias de
esta deficiencia enzimatica se traducen en dos
variantes de la enfermedad, la grave y la moderada;
los cuadros clinicos més frecuentes son facies
toscas, deformidades esqueléticas, hepato-
esplenomegalia, estatura pequenfa, hipertension
pulmonar, alteraciones en el miocardio, retardo
mental y muerte prematura (1). En esta enferme-
dad, el defecto se localiza a nivel del gen que
codifica para la enzima, generando una patologia
intratable por vias convencionales. En Israel, la
incidencia de la enfermedad se ha reportado con
una frecuencia de 1:34.000 en hombres (2); en el
Reino Unido se estimé en 1:132.000 (3) y en la
Columbia Britanica se reporté una incidencia de
1:111.000 (4), mientras que en Colombia no
existen datos de incidencia o prevalencia de la
enfermedad.

Para la IDSh se han reportado 333 mutaciones,
de las cuales 176 son puntuales, 30 por corte y
empalme, 61 deleciones pequenias, 24 inserciones
pequefias, 5 inserciones/deleciones, 26 deleciones
grandes, 10 rearreglos y una insercién grande (5-
27) (http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mag/
hgmd0.html). Hasta el momento, la literatura no
reporta estudios que establezcan el efecto de las
mutaciones sobre la funcionalidad enzimatica y
el fenotipo de los pacientes con MPS II.
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Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota D.C., Colombia.

abarrera@javeriana.edu.co

Recibido: 09/03/06; aceptado: 23/10/06

En la actualidad existe un gran nimero de
programas de computacion desarrollados para el
estudio de las biomoléculas. A través de ellos es
posible hacer predicciones de estructura y funcién.
Estos programas utilizan algoritmos estadisticos,
neurales y genéticos, teniendo como base la
informacion acumulada en bases de datos como
Gen Bank, ExPASy y EMBL, entre otras. Los
programas de computacién se han convertido en
herramientas utiles debido a que el conocimiento
de aspectos relativos a la estructura y, por
consiguiente, al comportamiento de una molécula
facilita el disefio de experimentos y permite el
ahorro de energia, tiempo y recursos. Dichas
herramientas son de facil acceso y, aunque su
manejo es arduo, no son complicadas. Este trabajo
se orientd a proponer un modelo computacional
para la estructura tridimensional de la IDSh y su
empleo en la prediccion de la relacion existente
entre el genotipo y la gravedad de la enfermedad.
El estudio se enmarca dentro de la linea de
investigacién que tiene como meta la produccién
de la enzima recombinante en la levadura
metilotréfica Pichia pastoris con el fin de emplearla
en la terapia de reemplazo enzimatico en
pacientes con el sindrome de Hunter.

Materiales y métodos

Analisis computacional con base en la
estructura primaria de la IDSh

El nimero de acceso para la IDSh en Gen Bank
es AAA63197, en Medline, 91046030y en PubMed
se ingresa con el cadigo 2122463; alli se encuentra
la secuencia aminoacidica de la IDSh en el
formato FASTA necesario para los estudios
computacionales; esta secuencia se obtuvo a
partir de la traduccion conceptual del ADNc y fue
reportada por Wilson y colaboradores (28,29). El
analisis computacional permitio la prediccién de
los perfiles de accesibilidad, hidrofobicidad y
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flexibilidad con el empleo de ProtScale de
ExPASYy (30).

El tamafio de ventana para los andlisis con
Protscale fue el basico de nueve aminoacidos
recomendado por los programas para garantizar
la éptima cobertura de la secuencia cuando se
hace el recorrido sobre ella. En el caso del perfil
de hidrofobicidad se emple¢ el algoritmo de Kite
y Doolittle, cuya escala considera valores entre -
3,0y 4,0 (30). El punto isoeléctrico (pl) y el peso
molecular se establecieron por medio del programa
Comput pl/MW (31); los sitios potenciales de
fosforilacion se determinaron con Netphos-2.0 (32)
y los de O- y N-glicosilaciones con los programas
Net-Oglyc 3.1 (33) y Net-Nglyc 1.0 (34), respectiva-
mente, mientras que los bloques e impresiones
(prints) de similitud con otras moléculas se
obtuvieron a través del programa Findermotif (35);
para la determinacion del perfil de antigenicidad
se utiliz6 el programa JaMBW Chapter 3.1.7 (36)
y los alineamientos de secuencias se realizaron
con el programa BLAST de NCBI (37).

Modelos de estructura secundaria y terciaria y
sitio activo

Para predecir la estructura secundaria se
emplearon las Proteomics and Sequence Analy-
sis herramientas de ExPASy y se obtuvo un
consenso de las predicciones de los programas
GOR, GOR 1, GOR 3, nnPred, Sspro, Casp, Meta-
Predict, Fasta, SUB, rdb y Psi-Pred (38-44).

En la prediccion de la estructura terciaria se
utilizaron las Proteomics herramientas de EXPASYy,
para lo cual se remiti6 la secuencia a los
siguientes programas de prediccion de estructura
terciaria: SWISS-MODEL, Geno3d, CPH models,
3D-PSSM, ProSup, SWEET (40,45-47), y el CPH
models 2.0: X3m, un programa computacional para
extraer modelos tridimensionales. Adicionalmente,
multiples alineamientos logrados con el programa
BLAST permitieron obtener fragmentos de otras
moléculas con secuencias similares a la IDSh.
Para construir los segmentos peptidicos que no
tuvieron prediccién computacional se empleé el
programa Swiss-PDBviewer (Spdbv) 3.7 (40), que
permitié que los residuos que no se encontraban
en ninguno de esos fragmentos fueran adicionados
manualmente uno a uno, atendiendo a su

Prediccién de estructura de la IDSH

orientacion de acuerdo a la prediccién secundaria.
Finalmente, la estructura fue sometida a un
proceso de minimizacion de energia empleando
el programa Discover 3 del paquete de Insight I
de 2004 (48) en un computador Silicon Graphics
Octane. Para visualizar la estructura tridimen-
sional se emplearon los programas RasMol 2.6
(49) y Spdbv 3.7 (40).

Un andlisis teérico y computacional de la
comparacién de estructura y funcién de otras
sulfatasas (50-54) permitié proponer un modelo
para el sitio activo de la IDSh. Para la construccién
del heparan sulfato (uno de los sustratos natu-
rales de la IDSh), se empled el programa WebLab
Viewer Pro (55).

Caélculo de la raiz media cuadratica (RMS)

La RMS es una medida que permite establecer la
diferencia en la distribucion. Su expresion
matemética es:

RMS= \/(Xi - X]_)z +(y, - yj)Z +2- zj)z

Los valores de RMS para todos los atomos
menores o iguales a 1,0 representan moléculas
con alta similitud estructural.

Se realiz6 un andlisis tedrico y computacional para
20 mutaciones puntuales de la IDSh (5-27).

Resultados

Anélisis computacional con base en la
estructura primaria de la IDSh

La figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos
de la IDSh (28), cuya composicion es 29 A, 24 R,
39D,21N,6C,23Q,24E,29G, 15H, 221,55
L,19K,8M,28F,49P,41S,21T,7W, 26,
31 V. Presenta 63 residuos negativos y 58
positivos.

Los perfiles de hidrofobicidad (figura 2A),
accesibilidad (figura 2B) y flexibilidad (figura 2C)
sugieren que la molécula es una estructura con
un alto porcentaje de accesibilidad, poco hidro-
fébica y bastante flexible.

Los valores de prediccién computacional del punto
isoeléctrico y del peso molecular fueron 5,15 y
58,479 kDa; se encontraron 26 sitios potenciales
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Figura 1. A. Secuencia aminoacidica de la IDSh. Los primeros 25 residuos (rojo) corresponden al péptido sefial y otros
ocho aminoéacidos (azul) son hidrolizados durante el procesamiento postraduccional de la enzima; en verde se observan los

sitios potenciales de glicosilacion.

B. Prediccién de la estructura secundaria de la iduronato 2-sulfato sulfatasa humana.

enrollamiento al azar [_], hoja plegada [, hélice .

de fosforilacion (figura 3A), 61 sitios potenciales
de O-glicosilacion (figura 3B) y 7 sitios potenciales
de N-glicosilacién (figura 3C).

Tanto los bloques como las impresiones (prints)
son secuencias con similitud; sin embargo, el
tamafio de las impresiones es bastante mas
grande que el de los blogues. De las cinco moléculas
con similitud en impresiones y de las 114 con bloques
similares a secuencias de la IDSh, solamente dos

10

sulfatasas tienen estructura tridimensional
determinada experimentalmente. Sus nimeros de
acceso a SWISSPROT son PS00523y PS00149,
gue en NCBI corresponden a P15289 y P15848.
Estas moléculas son la ARSA (E.C. 3.1.6.8) y la
ARSB (E.C. 3.1.6.12). Las secuencias de estas
enzimas se alinearon con la secuencia de la IDSh
y se encontraron porcentajes de similitud de 26 y
24%, respectivamente.
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Figura 2. A. Perfil de hidrofobicidad de la IDSh. B. Perfil de accesibilidad de la IDSh. C. Perfil de flexibilidad de la IDSh.

El perfil de antigenicidad mostr6 zonas altamente
antigénicas entre los aminoacidos 50 a 60, 120 a
140, 230 a 240 y 400 a 420 (figura 4).

Modelos de las estructuras secundaria y
terciaria y sitio activo

El consenso de las predicciones de los programas
empleados, residuo por residuo, permitio la
construccion de un modelo para la estructura
secundaria de la IDSh. Los programas GOR, GOR-
1, GOR-3 predicen para hélice, enrollamiento al
azar, hoja plegada y vueltas beta (beta turn); los
programas Sspro y Casp lo hacen para hélice,
hoja plegada y enrollamiento al azar; los
programas MetaPred, Fasta, SUB y rdb predicen
para regiones en hélice, hoja plegada y lazos al
azar (loops), mientras nnPredict solamente para
hélice y hoja plegada. Los lazos y vueltas se

homologaron con enrollamiento al azar, por lo cual
la presentacion del esquema se hace solamente
con base en hélice, hoja plegada y enrollamiento
al azar, correspondiendo a cada una de estas
estructuras el 33, 13y 54%, respectivamente. Las
regiones sin prediccién computacional se
establecieron con base en los aminoacidos y las
estructuras contiguas a estas regiones (figura 1B).

Para la prediccion de la estructura terciaria,
SWISS-MODEL proporcioné dos secuencias por
similitud con las estructuras experimentalmente
determinadas 1AUK e IFSU, que corresponden a
la ARSA y la ARSB. La primera comprende los
aminoacidos desde la posicién 34 hastala 108 y
Su secuencia es:

DALNVLLIIVDDLRPSLGCYGDKLVRSPNIDQLAS
HSLLFQNAFAQQAVCAPSRVSFLTGRRDTTRLY
DFNSY, mientras que el segundo segmento con

11
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Figura 3. A. Sitios potenciales de fosforilaciéon de la IDSh,empleando el programa NetPhos 2.0.
B. Sitios potenciales de O-glicosilacion de la IDSh, utilizando el programa NetOGlyc 3.1.
C. Sitios potenciales de N-glicosilacién en la IDSh, utilizando el programa NetNGlyc 1.8.
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Figura 4. Perfil de antigenicidad de la IDShr. Las flechas sefialan zonas altamente antigénicas.

prediccion comprende los amino&cidos de las
posiciones 287 a 341 con la secuencia:
PIPVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVG RLLSALD
DLAQLANSTIIAFTSDHGWAL.

Los alineamientos multiples con el programa
BLAST, empleando la Protein Database (PDB)
como base de comparacién para los fragmentos
de otras moléculas con secuencias similares ala
IDSh, permitié la utilizacién de 17 fragmentos con
identidades entre 21 y 52%, los cuales fueron
empleados para la elaboracién del modelo.
Utilizando el programa Spdbv 3.7, que permitié
que los residuos que no se encontraban en ninguno
de esos fragmentos se adicionaran manualmente
uno a uno atendiendo a su orientacion de acuerdo
ala prediccion secundaria, se complet6 el modelo
de estructura terciaria (figura 5A). Finalmente, el
modelo presentd 33,3% en hélice, 7,2% en hoja
plegaday 59,5% en enrollamiento al azar, porcen-
tajes similares a los obtenidos en la prediccion
secundaria.

El andlisis te6rico y computacional de la compara-
cion de estructura y funcion con otras sulfatasas
(50-54) permitié proponer un modelo para el sitio
activo de la IDSh. Se conoce que para su

activacion, las sulfatasas requieren una modifica-
cion postraduccional que se realiza a nivel del
reticulo endoplasmico, consistente en la
transformacion de un residuo de cisteina en
formilglicina (FGly) (50,53). Enla IDSh, el residuo
de cisteina que sufre la oxidacion hasta FGly
corresponde a la cisteina en posicién 84. Los
residuos ubicados cerca de la cisteina, que
componen el centro activo de la ARSA (51) y la
ARSB (54) segun se ha demostrado experi-
mentalmente, se comparan con los homélogos
de la IDSh en el cuadro 1. Con base en esta
informacion se localizaron los residuos conserva-
dos y su ubicacion espacial se muestra en la figura
5B. Considerando la similitud de la organizacion
del centro activo de la IDSh, la ARSAy la ARSB,
se postula que asi como estas dos enzimas
requieren de iones magnesio (Mg?*) y calcio (Ca?'),
respectivamente (50,54), para ser activa, laIDSh
requiere la presencia de un cation divalente; se
propone que en este caso sea el manganeso
(Mn?*), dado que se demostré que cuando se
presentan niveles bajos disminuyen también los
niveles de actividad de la enzima (http://www.
brenda.uni-koeln). Su posible localizacion dentro
del centro activo se muestra en la figura 5C.

13
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Figura 5. A. Modelo de estructura terciaria propuesto para la IDSh. Visualizacién de la molécula mediante el programa
RasMol 2.6. B. Ubicacion del manganeso (Mn?*) (flecha en blanco) en el sitio activo de la IDSh. C. Heparan sulfato en el sitio
activo de la IDSh. Complejo enzima-sustrato, aminoacidos que conforman el sitio activo (verde) y el heparan sulfato (rosado
fucsia). Visualizaciéon mediante el programa spdbv 3.7. D. Ubicacion en el modelo de estructura terciaria de la IDSh de cuatro
péptidos (colores verde, rojo, amarillo y magenta), disefiados para la produccion de anticuerpos IgY anti-IDSh.

Calculo de la raiz media cuadratica (RMS)

El modelo de estructura terciaria de la IDSh se
comparo conla ARSB y la ARSA Yy se encontraron
valores de 0,78y 0,86 A, respectivamente.

Analisis de las mutaciones puntuales de la
IDSh

Con relacién al andlisis de las mutaciones
puntuales, en este trabajo so6lo se analizaron 20
de las 167 reportadas en la literatura. Para dicho
analisis se establecié como referencia para el sitio
activo la ubicacion de la cisteina 84 (C-84) y una
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region circunscrita en un radio de 10 A. Esta region
se considerd cercana al sitio activo y los residuos
fuera de la misma se catalogaron como lejanos.
La clasificacion de los aminoacidos se considero
segun el pH fisiologico y se establecieron tres
grupos de aminoacidos: hidrofébicos (G, A, V, L,
I, M, P, F, W); polares neutros (S, T, N, Q, Y, C),
y polares cargados (K, R, D, H, E). El cuadro 2
resume los parametros considerados en el andlisis
y los resultados obtenidos. Las mutaciones en la
region cercana (distancia menor a 10 A) ala C-84
(A82E, A85S) resultan en presentaciones graves
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Cuadro 1. Aminoécidos del sitio activo de ARSA, ARSB e
IDS.

Aminoéacidos ARSB ARSA IDS

D 53 29 45*
D 54 30 46
C 91 61 84
R 95 72 88
K 145 123 135
H 147 125 138
H 242 229 226
K 318 302 347
N 301 282 350
D 300 281 334

*Posicion del aminoacido en la secuencia primaria del péptido
maduro.

Cuadro 2. Naturaleza y ubicaciéon de 20 mutaciones y su
efecto sobre la gravedad de la enfermedad de Hunter.

Mutaciéon Gravedad Cambio de Distancia Ex6n
aminoacido a C -84 (A)
R48P M PC/A 15.63 2
Y54D S PN/PC 23.77 2
S71R S PN/PC 26.05 2
S71IN M PN/PN 26.05 2
A82E S A/PC 8.19 3
A85S S A/PN 3.10 3
V89P S AIA 8.01 3
L92P S A/A 11.9 3
G94D M A/PC 14.03 3
R95T M PC/PN 11.91 3
Y108C M PN/PN 13.48 3
Y108S M PN/PN 13.48 3
L182P S A/A 22.55 5
Y225D S PN/PC 10.46 5
H335R S PC/PC 18.73 7
W337R S A/PC 24.66 8
G340D M A/PC 3151 8
A346V M A/A 39.31 8
c422y S PN/PN 34.37 9
C432Y S PN/PN 31.13 9

A=alifatico, PN=polar neutro, PC=polar cargado, M= moderado,
S = severo

de la enfermedad. Independientemente de la dis-
tancia a la C-84, se presentan fenotipos graves
cuando hay mutaciones por tirosina (C422Y,
C432Y), pero si es mutada en Y por un residuo
polar neutro (Y108C, Y108S), el fenotipo es
moderado, mientras que si el cambio es por un
aminoacido polar cargado (Y54D, Y225D), el
fenotipo es grave. Cualquier aminoacido mutado
por arginina genera un fenotipo grave (S71R,
H335R, W337R); sin embargo, si muta R, el
fenotipo es moderado (R48P, R95T). Si mutan
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aminodacidos alifaticos por aspartato (G94D,
G340D), se producen fenotipos moderados. Las
mutaciones por prolina son responsables de
fenotipos graves (V89P, L92P, L182P). Los cambios
de la misma naturaleza, es decir, aminoacido
hidrofébico por hidrofébico (A346V) o polar neutro
por polar neutro (S71N), resultan en fenotipos
moderados.

Discusién

Del total de proteinas codificadas por los 30.000
genes humanos, un buen porcentaje de
estructuras terciarias ha sido obtenido por la in-
dustria farmacéutica y gran parte de ellas no se
encuentra reportada en PDB. De las 25.000
secuencias presentes en esta base de datos, sélo
5.100 se consideran de buena calidad y de ellas
1.100 corresponden a proteinas humanas. Sin em-
bargo, la gran mayoria son simplemente
fragmentos o dominios, es decir, menos del 1%
del total de proteinas tienen estructura terciaria
determinada experimentalmente (56-58); sin em-
bargo, cerca del 20% de los dominios del total de
proteinas se reportan como producto de la
prediccién computacional por homologia (58). Lo
anterior permite concluir que se tiene conocimiento
de menos del 10% del total de proteinas, lo cual
en gran medida es producto de los altos costos y
dificultades técnicas para los procesos de
cristalizacién y resonancia magnética nuclear
(56). En el caso de las proteinas humanas, a lo
anterior hay que sumar la dificultad para purificarlas
a partir de sus fuentes naturales y la posibilidad
de contraer enfermedades infectocontagiosas.

La prediccion por modelacion homologa ofrece la
posibilidad de hacer aproximaciones reales a la
estructura tridimensional de una proteina de
interés y su aplicacién al disefio de experimentos
y explicacién de resultados. En general, el primer
paso de estos procesos de prediccion se realiza
con algoritmos de minimizacién de energia que
reportan un posible modelo en uno de los posibles
minimos de energia de la superficie de mdltiples
minimos que es la solucién completa a las
ecuaciones funcionales de la energia potencial.
Esto fue lo que se realiz6 para este trabajo y se
obtuvo una geometria optimizada en un minimo
de potencial de energia con una sola estructura
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posible. Siguiendo el principio de estabilidad de
las soluciones de un conjunto de ecuaciones
diferenciales, como lo es la de energia potencial
de una molécula, se da por entendido que si
existen dos soluciones estables que representan
geometrias para las proteinas en cada caso, éstas
deben ser muy similares, de lo contrario no serian
soluciones estables y menos aun cumplirian el
criterio de estabilidad asintotica segun Liapunov.

Esta bien establecido que las proteinas homologas
han evolucionado de un ancestro comun, que
conservan su funcién a través de la escala
biolégica y que adoptan una estructura tridimen-
sional similar. Estas proteinas generalmente
tienen secuencias similares en cerca del 20%,
mientras que las proteinas anélogas llegan a tener
alrededor del 10% de similitud (57,58). Dado que
las secuencias similares decrecen en proteinas
homologas distantes y analogas, el reconoci-
miento de homologias y analogias es importante
para una aproximacion a la estructura tridimen-
sional. Los alineamientos de la IDS con la ARSA
y la ARSB humanas mostraron similitudes del 24
y 26%, valores que estan dentro de los rangos
establecidos para considerar que la prediccion
tiene una alta probabilidad de ocurrir.

Dado que se estan trabajando alineamientos
locales y no globales, un puntaje de similitud del
50% y uno de positividad superior (> 50%) es lo
suficientemente significativo para realizar los
procedimientos de mutaciones virtuales y
minimizacion energética de ajuste de la geometria
6ptima. Dicho puntaje no se empleé para esta-
blecer la evolucion nilas genealogias, para lo cual
si se requiere que sea mayor.

Los resultados obtenidos para la prediccion del
perfil de accesibilidad sugieren que la IDSh es
una molécula con un alto porcentaje de zonas de
alta accesibilidad (figura 2B), lo cual esta acorde
con el alto porcentaje de estructura terciaria en
forma de enrollamiento al azar (figura 5A). La alta
flexibilidad (figura 2C) de la molécula se explica
porque es una enzimay requiere de esta propiedad
para cumplir su funcién. El bajo perfil de
hidrofobicidad (figura 2A) en gran parte de la
molécula esta acorde con el alto porcentaje de
zonas expuestas en la estructura terciaria y su
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naturaleza de enzima lisosomal en constante
interaccion con fases polares.

Computacionalmente se determinaron valores de
5,15 para el punto isoeléctrico y de 58,479 kDa
para el peso molecular. Experimentalmente se han
determinado valores similares en cuanto al pl; sin
embargo, en la determinacién del peso molecular
por otros métodos se han reportado pesos entre
43y 49 kDa para la proteina madura en diferentes
tipos celulares (28,59-61). Esta diferencia se debe
posiblemente a que las formas maduras de la IDSh
han perdido en el procesamiento un fragmento de
18 kDa (28), lo que muestra que la secuencia
madura se extiende hasta el residuo 456.

En cuanto a las glicosilaciones, se sabe que
pueden ser de dos tipos fundamentalmente, N y
O-glicosilacién. Por su naturaleza de enzima
lisosémica, la IDSh sufre una serie de modifica-
ciones postraduccionales entre las cuales el
proceso de glicosilacion es uno de los mas
importantes. El componente computacional indica
gue existen en el péptido precursor ocho sitios
potenciales para la glicosilacion de residuos de
asparagina; el primero es eliminado al escindirse
el péptido sefial y los dos ultimos se pierden al
eliminarse un fragmento de 18 kDa (59-61). Cinco
de estos sitios tienen entre el 65 y 80% de proba-
bilidad de glicosilarse, dos con probabilidades
entre 50 y 60%, y uno presenta una probabilidad
inferior al 50% (figura 3C). De los 61 sitios
potenciales de O-glicosilacién, ninguno tiene una
probabilidad superior al 50%, por lo cual no se
considera como potencial sitio de glicosilacion
(figura 3B).

El modelo de estructura terciaria permite observar
la ubicacion de los potenciales sitios de
glicosilaciéon. Los mismos se encuentran
expuestos, lo que facilita su ocupacion por
glicésidos. Igualmente, se puede apreciar una
entrada al bolsillo que contiene el sitio activo
(figura 5B), lo cual apoya la validez del modelo
tridimensional propuesto. Adicionalmente, el
modelo computacional se utiliz6 como una
herramienta clave para el disefio de péptidos
antigénicos de IDS (figura 5D), empleados para
la produccion en gallinas de anticuerpos IgY anti-
IDSh (62). Los anticuerpos obtenidos han sido de
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utilidad en la realizacion de pruebas de inmuno-
deteccion de la IDSh como dot blot, Elisa y
Western blot, las cuales se emplean actualmente
en nuestro laboratorio para el diagnéstico de la
enfermedad de Hunter y la deteccién de la enzima
requerida en investigacion basica.

El modelo de sitio activo incluye la propuesta de
un &tomo de manganeso (Mn?*) como catién
divalente, necesario para la actividad catalitica
de laIDSh, puesto que cuando aparece en bajos
niveles disminuyen los niveles de actividad de la
enzima (http://www.brenda.unikoeln). La posible
localizacion de este catién dentro del centro activo
se muestra en la figura 5C.

El modelo de estructura terciaria se comparé
mediante el RMS con las estructuras experimen-
tales de la ARSA y la ARSB, encontrandose
diferencias no significativas (menores de 1,0 A),
lo que sugiere que la estructura propuesta
constituye un modelo con un alto porcentaje de
posibilidad de presentarse en la naturaleza, dado
que se considera que un modelo altamente
comparativo presenta una RMS de 2,0 (56).

La informacion obtenida computacionalmente,
ademas de lo reportado en este trabajo, ha sido
de utilidad en el disefio experimental y la
explicacion de resultados obtenidos en
experimentos de expresion y purificacion de la
proteina recombinante (63). Igualmente, servira
para orientar el disefio de experimentos futuros
en procura de mejorar los niveles de expresiony
purificacion de la enzima, asi como para enrutarla
hacia los tejidos de animales de experimentacion.

Con relacion a la variabilidad fenotipica de la
enfermedad de Hunter, es claro que ésta es reflejo
de la heterogeneidad mutacional de la IDSh (11).
Sin embargo, los niveles de actividad enzimatica
no se correlacionan con la variabilidad fenotipica,
ya que las pruebas de deteccién no son lo
suficientemente sensibles. En este tipo de ensayo
actan como limitantes la baja concentracion de
sustrato y las condiciones in vitro que pretenden
simular las condiciones del microambiente
lisosomal. Se sabe que este tipo de ensayos no
son capaces de detectar actividades residuales
en el caso de pacientes con enfermedad
moderada. En este sentido se inicié un analisis
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que busca encontrar una relaciéon genotipo-
fenotipo. Aungue para las 20 mutaciones estudiadas
se han encontrado algunas tendencias, un estudio
mas completo se adelanta actualmente con las
176 mutaciones puntuales reportadas, por lo que
lo presentado en este articulo es un adelanto.

Con base en el aminoécido, la carga, el tamafio y
la distancia a la C-84 como punto de referencia
del centro activo, se han encontrado varias
relaciones; algunas de ellas se discuten a
continuacion. Las nuevas interacciones locales
por cambios electrostaticos y de estructura
generados por los cambios de residuos cargados
0 aromaticos generalmente resultan en variaciones
dréasticas en la estructura de la proteina mutada,
lo que genera que pierda o disminuya su capacidad
catalitica, lo cual, a su vez, explicaria los
fenotipos graves. En el caso de las presentaciones
clinicas moderadas, las proteinas mutadas no
deben sufrir cambios muy drasticos sino, por
ejemplo, cambio de un aminoacido hidrofébico por
otro de la misma naturaleza. Independientemente
del tipo de residuo que mute, las mutaciones
presentes en zonas cercanas al sitio activo siempre
resultan en fenotipos graves. El distanciamiento
de la C-84 puede aminorar los cambios locales,
de tal manera que la funcionalidad de la enzima
puede verse afectada de forma minima y se
presenten fenotipos moderados de la enfermedad.

En conclusiéon, se ha propuesto un modelo
computacional para la estructura tridimensional
de la IDSh que presenta 33,3 en hélice, 7,2 en
hoja plegada y 59,5% en enrollamiento al azar.
En este modelo se aparecen expuestos cinco
sitios potenciales de N-glicosilacion, zonas de alta
antigenicidad, una entrada al bolsillo que contiene
los aminoacidos que componen el sitio activo en
el cual encaja el sustrato heparan sulfato. Cuando
se compard con las enzimas ARSA y ARSBA se
obtuvieron valores de RMS de 0,78 y 0,86A°,
respectivamente, lo que significa que el modelo
tiene una alta probabilidad de representar la
realidad bioldgica.

A pesar de las limitaciones de los modelos
computacionales, éstos constituyen la Unica
alternativa factible para hacer predicciones
estructurales y funcionales cuando no se dispone
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de la proteina purificada en cantidades suficientes
para determinar su estructura experimentalmente.
Ademas, las predicciones son muy Utiles en el
disefio de los procesos experimentales para la
purificacién de las proteinas y, en algunos casos,
al realizar las comparaciones entre predicciones
tedricas y datos experimentales se han encontrado
altos valores de correlacion. Cabe anotar que las
estructuras derivadas de los analisis de rayos X
y resonancia magnética nuclear presentan
también limitaciones que hasta ahora no se han
podido resolver.
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