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Resumen

Una gran cantidad de las proteinas presentes en la natura-
leza se encuentran en forma oligomérica o requieren cam-
biar su estado de oligomerizacion para cumplir con una
funcion determinada. Este proceso de asociacion puede
provocar un efecto positivo o negativo en las propiedades
de las proteinas. Por un lado, puede regular su funcién, fa-
vorecer su estabilidad y actividad y, por el otro, puede ge-
nerar proteinas no funcionales y la formacion de depésitos
en fibras, dando lugar a un gran nimero de enfermedades
degenerativas como Alzheimer, Creutzfeld-Jacob, Parkin-
son, Huntington, amiloidosis sistémica, diabetes de tipo II,
esclerosis lateral amiotroéfica y angiopatia cerebral, entre
otras. El conocimiento de cédmo ocurre este tipo de inte-
raccion proteina-proteina nos puede ayudar a encontrar
procedimientos que permitan inhibir dicha oligomeriza-
cion, ya sea mediante modificaciones quimicas, mutaciones
o por medio de la bisqueda de fairmacos o anticuerpos
monoclonales especificos que inhiban dicho efecto. Ade-
mas, inducir este tipo de asociaciones puede generar pro-
teinas muy activas, estables bajo condiciones extremas, o
con una mayor especificidad, aspectos importantes para su
aplicacion biotecnoldgica. Es muy poco lo que se conoce
sobre los mecanismos de oligomerizacion de proteinas de-
bido a que cada proteina se comporta diferente. Una técni-
ca muy valiosa en el estudio de estos mecanismos a un nivel
molecular lo constituye la cristalografia de macromolécu-
las, en donde a partir de datos de difraccion de rayos X es
posible obtener la estructura 3D de una proteina. La técni-
ca tiene la ventaja de que podemos analizar oligbmeros de
gran tamano.

Introduccion

Las proteinas en los sistemas bioldgicos raramente actdan
en forma aislada, por lo que se unen a otras biomoléculas
para dar las respuestas celulares especificas. Estas biomo-
[éculas son a menudo otras proteinas, y un nimero sor-
prendente de estas asociaciones proteina-proteina inter-
vienen en diversas reacciones en cascada que afectan todos
los procesos en una célula. Las proteinas oligoméricas
abundan en la naturaleza. Estan compuestas por multiples
cadenas polipeptidicas, las cuales pueden ser iguales (pro-
teinas homo oligoméricas) o diferentes (proteinas hetero
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oligoméricas). Estudios recientes, estiman que aproxima-
damente 35% de las proteinas en una célula son oligoméri-
cas, siendo el estado oligomérico promedio el tetramérico

[, 2].

La asociacion de proteinas consigo mismas para formar di-
meros y oligbmeros de orden superior es un fenémeno muy
comun y puede conferir ventajas estructurales y funcionales
a las mismas, incluyendo el aumento en la actividad y estabi-
lidad, el control de la accesibilidad y especificidad de sitios
activos. Sin embargo, el aspecto negativo de este proceso
ocurre cuando se pierde la actividad y se forman fibras ami-
loides dando lugar a un gran nimero de enfermedades de-
generativas [3-6]. Se sabe que este tipo de fendmenos puede
ocurrir mediante cambios conformacionales muy sutiles que
pueden dar lugar a efectos a larga distancia favoreciendo las
interacciones B-B originando la formacion de fibras amiloi-
des, tal es el caso de la inmunoglobulina 6aJL2 (Figura I) [7],
que es la proteina responsable de la amiloidosis sistémica de
cadena ligera. Sin embargo, el cambio conformacional puede
ser mas drastico creando un fenémeno que se conoce como
intercambio de dominios (3D domain Swapping), en donde
justamente se intercambia un dominio estructural de un mo-
némero de una proteina con un dominio idéntico de otro
monomero, resultando en un oligbmero donde cada subuni-
dad contiene los mismos motivos estructurales que el moné-
mero antes del intercambio de los dominios. Se ha sugerido
que este mecanismo puede dar lugar a la formacién de fibras
amiloides [8-10]. Una de las diversas proteinas que presen-
tan este comportamiento es la cistatina C humana. Las pro-
piedades amiloidogénicas de esta proteina se incrementan
fuertemente en presencia de la mutante natural L68Q resul-
tando en la enfermedad conocida como angiopatia cerebral
amiloide, fatal, que se presenta en adultos jovenes (Figura 2).
Otro mecanismo de oligomerizacion se observa en la supe-
roxido dismutasa de Taenia solium (Figura 3), donde la aso-
ciacion de los monémeros de la proteina esta mediado por
la coordinacién de iones zinc [| I]. En el presente estudio se
presentan avances en la investigacion de los mecanismos de
oligomerizacion de proteinas.
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Figura I. Anilisis estructural de la oligomerizacion de 6aJL2.
Se presentan las moléculas relacionadas por simetria que permiten inferir
como se formaria una fibra amiloide (cédigo PDB 3BDX).

Figura 2. Oligomerizacion de la cistatina C humana mediante intercambio
de dominios. La estructura contiene los elementos de estructura
secundaria correctos, pero formados por mas de una cadena
(codigo PDB ITI)).
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Figura 3. Oligomerizacion de la superdxido dismutasa de Taenia solium
mediante la coordinacion de iones zinc. Este mecanismo se pudo observar
mediante el andlisis de las moléculas relacionadas por simetria
(cédigo PDB 3MND).

Materiales y métodos

Se seleccionaron proteinas de diferentes fuentes que tienen en
comun la presencia de fuertes fenomenos de oligomerizacion.
La purificacion se realizé utilizando técnicas cromatograficas
apropiadas para cada proteina que incluyen cromatografias de
afinidad, intercambio iénico y exclusion molecular. El anali-
sis del estado oligomérico se realizé utilizando dispersién
dinamica de luz. Para el andlisis filtraron las muestras con fil-
tros de 0.22 um y se utilizé una concentracién de proteina de
| mg/mL. Las proteinas se cristalizaron utilizando la técnica
de difusion de vapor en gota colgante [12]. Los datos obteni-
dos por difraccién de rayos X se procesaron con el programa
XDS[13] y se escalaron con SCALA [14]. La estructura 3D se
determino por reemplazo molecular y se afiné utilizando el
programa PHENIX [15].
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Resultados

Se observé que cada proteina presenta un comportamiento
diferente cuando se le modifica su estado oligomérico. En el
caso de una celulasa purificada del molusco marino Megathu-
ra crenulata observamos que su actividad se incrementa nota-
blemente cuando forma hexameros (Figura 4). Por otro lado, la
alginasa purificada del mismo organismo presenté un com-
portamiento similar, sélo que la forma mas activa fue el octa-
mero (Figura 5). Ademas, fue interesante notar que la misma
oligomerizacién favorece la estabilidad térmica de la proteina
manteniendo su actividad aun después de incubar por una hora
a ebullicion. Este comportamiento puede ser el resultado de
la asociacion de los mondmeros de la proteina, que protegen
zonas labiles. A la fecha se esta intentando la cristalizacion de
estas proteinas para analizar con mayor detalle estos proce-
sos y poder explicar su comportamiento.

Por otro lado, la lisozima del camarén Litopenaeus vannamei
se purificod y cristalizé por difusién de vapor en gota colgante.
Se observé que es una proteina con una fuerte tendencia a
oligomerizar. Al analizar la estructura cristalina observamos
que el extremo carboxilo terminal esta formado por aminoa-
cidos hidrofobicos que favorecen la interaccion con la misma
zona de otros monémeros formando oligdbmeros que favore-
cen la formacién de un poro que permite que esta lisozima
sea capaz de hidrolizar la pared celular de bacterias tanto
Gram (+) como (-) (Figura 6).

Finalmente se analizé el efecto de una mutacion en la inter-
fase del dimero de la triosafosfato isomerasa de Tripanosoma
brucei. Esta proteina, vital para la vida, es funcional inicamen-
te en la forma dimérica. Al desestabilizar la interfase, la pro-
teina formo un hexamero de dimeros, perdiendo su actividad
y estabilidad, lo que provocoé que se agregara y precipitara
en periodos de tiempo muy cortos (Figura 7). Es importante
senalar que es algo interesante ya que se estan tratando de
disenar farmacos contra este tipo de parasitos y este resulta-
do resalta la importancia del aminoacido 104 en la estabilidad
de la proteina de este organismo.
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Figura 4. Actividad de una celulasa de Megathura crenulata
en diferentes estados oligoméricos.
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Figura 5. Actividad de una alginasa del molusco Megathura crenulata.
(A) En diferentes estados oligoméricos. (B) Después de incubar cada
oligdbmero por una hora a ebullicion.

Oligomerizacion

Figura 6. Lisozima de Litopenaeus vannamei. Se observa que la
oligomerizacion ocurre por la interaccion del extremo carboxilo
terminal, que es de naturaleza hidrofébica.

Figura 7. Oligomerizacion de una triosafosfato isomerasa de Tripanosoma
brucei inducida por la mutacion EI04D (4JEQ).

Conclusiones

La difraccion de rayos X es una técnica que nos permite ana-
lizar a un nivel atomico los procesos de asociacién de las
proteinas. Cada proteina utiliza mecanismos diferentes para
formar oligdbmeros.

La oligomerizacion puede conferir efectos positivos en las
propiedades de las proteinas, como el aumento en su acti-
vidad y estabilidad; sin embargo, también puede dar lugar a
moléculas inactivas.
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