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Resumen 

Al examinar la estructura tridimensional de proteínas relativamente grandes, se observan regiones donde los 

átomos se encuentran más densamente empaquetados, separadas por otras regiones de menor densidad. 

Estas regiones de mayor empaquetamiento se conocen como dominios proteicos. Los dominios de una 

misma familia guardan similitud estructural, y por lo general también una relación funcional y evolutiva. De 

esta manera, cuando se identifica un dominio en una proteína en estudio, se pueden inferir muchos aspectos 

de su función al revisar lo que se conoce previamente de ese dominio en otras proteínas. En esta tesis, se 

estudiaron en detalle las propiedades estructurales de cuatro representantes de la familia de dominios SEA, 

un grupo muy abundante y poco caracterizado de dominios presentes en proteínas funcionalmente diversas y 

de gran importancia biológica. Los cuatro dominios aislados, que abarcan un amplio rango de similitud de 

secuencia, se obtuvieron por expresión heteróloga y sus estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria fueron 

estudiadas mediante métodos espectroscópicos e hidrodinámicos. También se estudiaron sus estabilidades 

termodinámicas mediante desnaturalización térmica y química. Se encontró que el estado de agregación y la 

estabilidad conformacional son variables entre los distintos dominios SEA, y no parecen reflejar aspectos 

funcionales comunes a toda la familia, sino más bien particularidades fisiológicas de cada miembro. También 

se determinó la estructura tridimensional de uno de estos dominios, proveniente del receptor fogrina, 

mediante difracción de rayos x. No se encontraron diferencias significativas en las estructuras obtenidas en 

dos condiciones de pH extremas, correspondientes a su ciclo de vida durante el proceso de secreción celular. 

Del análisis de las secuencias y de la información estructural disponible, se puede concluir que el plegado 

característico de los dominios SEA puede alcanzarse por medio de secuencias muy diferentes, dando lugar a 

una amplia variabilidad en las propiedades de su superficie, lo que resulta en un andamiaje robusto capaz de 

exhibir una gran diversidad funcional. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Dominios y módulos proteicos 

Las proteínas son macromoléculas biológicas que llevan a cabo una enorme variedad 

de funciones con elevada eficiencia y especificidad, lo que es resultado de las propiedades de 

su estructura tridimensional. Desde un punto de vista químico, las proteínas son 

heteropolímeros formados por la condensación de los veinte aminoácidos naturales. Cada 

proteína tiene el potencial de adoptar un número casi ilimitado de estructuras tridimensionales 

o conformaciones. Sin embargo, en condiciones biológicamente relevantes, la mayor parte de 

las proteínas naturales1 adopta una estructura tridimensional compacta y específica, conocida 

como el estado nativo. Un principio fundamental de la biología estructural establece que la 

conformación proteica natva es determinada por la secuencia de aminoácidos, aunque 

todavía no existe una teoría satisfactoria que explique este principio(Lattman y Rose 1993; 

Baldwin y Rose 1999; Fitzkee, Fleming et al. 2005). 

Cuando las proteínas se estudian desde un punto de vista estructural, funcional, o 

evolutivo, es conveniente definir una unidad de organización fundamental llamada dominio 

proteico. Las proteínas pequeñas, de menos de 100-150 residuos, se consideran formadas 

por un único dominio. Este parece ser el límite para un empaquetado eficiente de la cadena 

polipeptídica con las correspondientes cadenas laterales. Las proteínas más grandes, suelen 

exhibir partes menos empaquetadas que separan regiones más densas. El examen de las 

regiones más densas lleva a reconocerlas como dominios que se agrupan unos con otros 

para formar la proteína completa. 

Desde un punto de vista estructural, los dominios se definen como subunidades de la 

proteína capaces de plegarse independientemente. De esta manera, en la práctica, un 

dominio estructural se identifica como una subestructura compacta y estable de la estructura 

tridimensional de la proteína, y que en general puede aislarse experimentalmente del resto de 

la cadena polipeptídica.  

Desde un punto de vista funcional, se encuentra a menudo que un segmento de la 

proteína está asociado a una función específica, por ejemplo, un dominio de unión de 

nucleótidos de guanina o un dominio de unión a ARN, y estas regiones también suelen 

definirse como dominios. Estos dominios funcionales suelen identificarse experimentalmente 

separando distintos segmentos del resto de la proteína y ensayando su actividad biológica.  

En ocasiones, cuando se comparan las secuencias de un grupo de proteínas, suelen 

identificarse regiones conservadas y muy probablemente relacionadas desde un punto de 

vista evolutivo, aun cuando las proteínas bajo estudio son funcionalmente diversas. Estas 

                                                             
1 Aquí, el adjetivo natural se utiliza en el sentido de existente en la naturaleza en contraposición a 
las proteínas diseñadas y sintetizadas por el hombre. 
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regiones conservadas también suelen definirse como dominios, o módulos, tienen en general 

una función conservada, y se encuentran en diferentes contextos dentro de proteínas con 

más de un dominio.  

Existen argumentos tanto fisicoquímicos como evolutivos que justifican la subdivisión en 

dominios. El tamaño reducido, de aproximadamente 50-120 residuos, facilita su plegado 

eficiente en el estado nativo. Por otro lado, una proteína con una función compleja puede 

construirse a partir del ensamblado de módulos funcionales prexistentes, lo que permite a los 

sistemas biológicos evolucionar más rápido (Hartwell, Hopfield et al. 1999), en lugar de tener 

que reinventar las mismas funciones en nuevos dominios. Algunos dominios ocurren con más 

frecuencia y en diversas combinaciones, por lo que se los considera “promiscuos”, y esto es 

un reflejo de su potencial de ser útiles en diversos contextos. Aunque en general la función de 

un dominio suele preservarse en el curso de la evolución, también puede cambiar como 

resultado de alteraciones en la secuencia, que si son seleccionadas, pueden resultar en 

nuevas funciones, incluso con una modificación sustancial de la estructura original.  

La importancia de los dominios proteicos se puede reconocer en el hecho de que más 

de las dos terceras partes de todas las proteínas de organismos eucariotas identificadas en 

estudios de genomas completos corresponden a proteínas multidominio (Teichmann, Chothia 

et al. 1999), y también es ilustrado por el hecho de que la mayoría de los genes asociados a 

diversas enfermedades humanas, que han sido identificados mediante técnicas de genética 

inversa, corresponden también a grandes proteínas con más de un dominio (Mushegian, 

Bassett et al. 1997). Generalmente no es posible establecer la función exacta de una proteína 

modular simplemente por el reconocimiento de uno de sus dominios como miembro de una 

familia, aunque esto sí permite el diseño de estudios más detallados con ese fin. A propósito 

de ello, el objetivo general de este trabajo de tesis es contribuir al conocimiento de la relación 

estructura-función de una familia de dominios extracelulares abundantes y poco 

caracterizados, conocida como dominios SEA, a través del estudio de cuatro miembros 

representativos de esta familia, encontrados en las mucinas MUC1 y Muc16, y en los 

receptores tirosina fosfatasa ICA512 y fogrina. 

 

1.2. La familia de dominios SEA 

 

La familia SEA está constituida por dominios globulares de 100-150 residuos de 

aminoácidos, presentes en proteínas de origen eucariota. Su nombre proviene de las 

primeras proteínas identificadas como miembros de la familia: sea urchin sperm protein, 

enterokinase y agrin (Bork y Patthy 1995). Suelen presentarse acompañados de otros 

módulos distintos, y en ocasiones se encuentra un gran número de dominios SEA en tándem. 

También tienen en común su presencia en proteínas profusamente glicosiladas. Algunos 
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Figura 1.4. Modelos simplificados de catálisis de la hidrólisis del enlace peptídico. (A) Se 
ilustra un mecanismo de catálisis enzimática, por medio de la estabilización del estado de 
transición. (B) Mecanismo de autoproteólisis catalizada por estrés conformacional, donde se baja 
la barrera energética al aumentar la energía libre del reactivo (el enlace peptídico).  

1.7. Objetivos  

Los dominios SEA están presentes en la región extracelular de muchas proteínas de 

gran importancia en estados fisiológicos y patológicos, sin embargo, la función exacta de 

estos dominios se desconoce. Nuestro objetivo final es determinar si existen propiedades 

estructurales comunes a todos ellos, y qué relación existe entre estas propiedades y los 

aspectos de su función. Por ejemplo, se pretende establecer si los escasos residuos 

conservados en sus secuencias son importantes para alcanzar su estructura terciaria 

característica o son necesarios para su función biológica, y en este caso serían identificados 

residuos 'blanco' para el estudio de los detalles funcionales. Además, ya que esta familia de 

dominios presenta una alta similitud estructural, pero escasa identidad de secuencia, su 

estudio estructural comparativo es una contribución al estudio de aspectos elementales de la 

reacción de plegado de las proteínas.  

Para este fin, los objetivos específicos que se abordan en este plan de tesis son: 

I. Desarrollar métodos para la expresión heteróloga y purificación a escala de laboratorio 

de cuatro dominios SEA, que cubren un amplio rango de diversidad secuencial. 

Específicamente, estos dominios son: el perteneciente a la mucina humana MUC1 (M1SEA), 

el encontrado en el homólogo murino de la mucina MUC16 (M16SEA), y los dominios 

pertenecientes a los receptores ICA512 y fogrina (MPE ICA512 y MPE fogrina). 

II. La realización de estudios biofísicos de los dominios enumerados en I, para 

determinar sus propiedades estructurales y relacionarlas con las similitudes y diferencias de 

sus secuencias y estructuras. 
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III. La determinación de la estructura tridimensional del dominio MPE fogrina. 

IV. Llevar a cabo un estudio de la estabilidad termodinámica de los dominios 

mencionados, y relacionar sus mecanismos de desplegado con las particularidades de sus 

secuencias y estructuras tridimensionales.  

V. Realizar un análisis bioinformático de la familia completa de dominios SEA, para 

integrar toda la información mencionada en los párrafos precedentes.  
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2. Propiedades estructurales de los dominios SEA 

2.1. Introducción 

El objetivo fundamental de la biología estructural es explicar la función de las 

macromoléculas biológicas a partir de su estructura. El mecanismo de funcionamiento de 

muchas familias proteicas se ha esclarecido, al menos en parte, mediante el estudio 

comparativo de sus miembros. La familia de los dominios SEA es muy numerosa y forma 

parte de proteínas muy diversas, asociadas con procesos fisiológicos y patológicos de gran 

importancia. Sin embargo, la función exacta de estos dominios se desconoce, aunque un gran 

número de estudios experimentales sugieren que están especializados en mediar 

interacciones entre células y con la matriz extracelular. Como se ha mencionado en la 

Introducción, se ha demostrado que algunos dominios SEA poseen la capacidad de formar 

dímeros y se cree que este tipo de interacción es necesaria en ciertos mecanismos de 

señalización. También se ha propuesto que la disociación de las dos cadenas, en los 

dominios que sufren autoproteólisis, conlleva un rol biológico semejante en la señalización 

celular (Wreschner, McGuckin et al. 2002).  

En primer lugar, abordamos el estudio de los procesos de interacción intermolecular de 

los dominios SEA, buscando relacionar su estado de agregación con las características de su 

secuencia y estructura tridimensional. Para este fin, fue necesario optimizar las metodologías 

para expresar y purificar estos dominios. Se requerían protocolos robustos que garantizaran 

un muy alto nivel de pureza y rendimiento, ya que las proteínas estudiadas carecen de 

residuos de triptófano, el cromóforo intrínseco con mayor señal en la espectroscopía de 

absorción y emisión de luz. 

En segundo lugar, determinamos las propiedades estructurales básicas de los dominios 

en solución, con el objeto de definir las características del estado nativo. En este punto, 

estudiamos su grado de compactación y rigidez, y también su estabilidad termodinámica. 

En la Figura 2.1 se muestra la superposición de las estructuras de los cuatro dominios 

SEA estudiados en esta tesis, y en la Figura 2.2, se muestra un alineamiento de sus 

secuencias. De ambas figuras, resulta evidente que los dominios estudiados presentan alta 

similitud estructural en un contexto de gran diversidad secuencial.  
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Figura 2.1. Superposición de las estructuras de los dominios SEA. Las estructuras de los 
dominios SEA de MUC1 (PDB ID: 2ACM) y Muc16 (PDB ID: 1IVZ), de MPE ICA512 (PDB ID: 
2QT7) y MPE fogrina (determinado en esta tesis), se superpusieron tomando en cuenta los 
elementos de estructura secundaria, mediante el programa SSM (Krissinel y Henrick 2004).  

 

 

 
 

Figura 2.2. Alineamiento de secuencias de los dominios SEA. Se muestran las secuencias de 
los dominios mostrados en la Figura 2.1, extraídas de un alineamiento múltiple de 89 secuencias 
que se puede consultar en el APÉNDICE. Los residuos más conservados en el alineamiento 
completo se encuentran recuadrados, y el esquema de colores obedece a las características 
fisicoquímicas de los aminoácidos. 
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2.2. Estructura primaria y definición de los dominios 

 

Uno de los primeros pasos en el estudio estructural de un dominio aislado que proviene 

de una proteína más grande, consiste en definir los límites del dominio. Este problema no es 

trivial, ya que una elección incorrecta de los límites puede llevar a que se obtenga una 

proteína incapaz de plegarse eficientemente de manera estable. Una de las herramientas 

más útiles para definir las fronteras de un dominio, es el empleo de un alineamiento múltiple 

de secuencias diversas de los miembros de la familia.  De esta forma, se define al dominio 

como la región más conservada dentro de cierto umbral de similitud secuencial. Usando este 

criterio, se habían definido exitosamente las secuencias que comprenden los dominios SEA 

de las mucinas MUC1 y Muc16, lo que permitió determinar sus estructuras tridimensionales 

mediante espectroscopía de RMN (Maeda, Inoue et al. 2004; Macao, Johansson et al. 2006). 

En este sentido, valiéndonos de la información estructural existente, en este trabajo 

únicamente fue necesario subclonar ambos dominios, eliminando las regiones adicionales 

presentes en las construcciones de origen, tales como secuencias de hexahistidinas 

empleadas en la purificación y otros artificios de clonado. 

Por otra parte, en el caso de MPE ICA512, la identificación de la unidad de plegado 

autónomo estuvo dictada inicialmente por el resultado de predicciones bioinformáticas de 

dominios globulares a partir de su secuencia, y también por el conocimiento del 

procesamiento postraduccional de la proteína, ya que la secuencia de la región extracelular, 

que incluye este dominio, no guardaba similitud suficiente con ninguna otra proteína de 

estructura tridimensional conocida. Entonces, se eligió inicialmente para el estudio estructural 

a la región comprendida entre el sitio de corte de la enzima prohormona convertasa (448-449) 

y el comienzo del segmento transmembrana (que inicia en 576). Durante los ensayos de 

cristalización, se encontró que este segmento sufre un procesamiento proteolítico mediado 

por radicales libres que lleva a la remoción de unos 20 residuos de cada extremo, generando 

el fragmento MPE ICA512, que cristalizó y cuya estructura tridimensional se determinó por 

difracción de rayos x (Primo, Klinke et al. 2008). Los estudios en esta tesis se hicieron 

subclonando el dominio MPE ICA512, que comprende los residuos 470-558. 

El dominio MPE fogrina se delimitó comparando la secuencia de fogrina con la de 

ICA512, y eligiendo como extremo N a la posición 502, que corresponde al sitio de corte 

proteolítico que genera la isoforma predominante en páncreas de ratón (Tomiko Kawakami 

2007). El extremo C se fijó en una posición estructuralmente equivalente a la empleada en 

ICA512. 
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2.3. Expresión heteróloga de las proteínas recombinantes 

 

La expresión en E. coli de los dominios aislados se ensayó inicialmente en condiciones 

estándar, en medio LB a 37 °C, y empleando IPTG para inducir la expresión por 3-4 h. Este 

procedimiento fue suficiente para un buen nivel de expresión de MPE ICA512, M1SEA y 

M16SEA, mientras que fue necesario ajustar las condiciones de expresión de MPE fogrina, 

variando la composición del medio de cultivo, la temperatura y el tiempo de inducción. Luego 

de una exploración sistemática de estas condiciones, se optó por expresar MPE fogrina por 

inducción en medio TB durante 20 h a 20 °C, lo que resultó en un rendimiento de proteína 

apropiado para los estudios biofísicos. Todas las proteínas se encontraron exclusivamente en 

la fracción soluble del lisado celular. Se empleó lactosa 1 % para la producción en mayor 

escala, ya que dio los mismos resultados que IPTG (no mostrado).  

Todas las proteínas se purificaron mediante procedimientos cromatográficos 

convencionales, luego de lo cual su identidad se verificó por espectrometría de masa, los 

resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla 2.1.  

 

Tabla 2.1. Propiedades de expresión de los dominios SEA. 

Parámetro MPE ICA512 MPE fogrina M16SEA
N-terminal C-terminal

PM calculado (Da) 9760.1 10813.1 6702.5 6107.7 13805.3
PM determinado (Da) 9759.5 10811.4 6702.3 6112 13805.4
Nivel de expresión (mg/l) 70 20 60

M1SEA

50  
El peso molecular (PM) calculado se obtuvo a partir de la secuencia de aminoácidos, mientras que 
el PM determinado se obtuvo por análisis de masa por ESI o MALDI-TOF. El nivel de expresión 
está indicado como mg de proteína por litro de cultivo. 

 

Un resultado notable se obtuvo con la proteína M16SEA. Al final de la purificación, esta 

proteína se observa como una sola banda en SDS-PAGE, y su peso molecular determinado 

mediante espectrometría de masas corresponde al esperado de acuerdo a su composición. 

Sin embargo, en su espectro de emisión de fluorescencia se observa, aparte de la emisión de 

tirosina, una banda a mayor longitud de onda, algo inesperado, en principio, para un dominio 

que no contiene triptófano (Figura 2.3).  

Para investigar si la emisión anómala de M16SEA podía deberse a algún tipo de 

modificación química de la proteína o si era debida a la presencia de un contaminante, se 

realizó una separación adicional sobre una muestra purificada mediante el protocolo 

convencional, empleando cromatografía de HPLC de fase reversa. En este procedimiento, se 

observaron dos picos apenas resueltos (no mostrado), que se colectaron y analizaron por 
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espectrometría de masa. Estos análisis detectaron una especie con el peso molecular 

esperado para este dominio y una señal menor, que posee 490 Da adicionales. Luego de un 

tratamiento de proteólisis exhaustiva con tripsina y secuenciación parcial mediante MALDI 

TOF/TOF, no se encontraron diferencias significativas entre las dos especies. Paralelamente, 

se hizo un análisis por secuenciación N-terminal de una muestra de digestión parcial con 

tripsina, y sólo se obtuvieron las secuencias esperables para el corte en distintas posiciones a 

lo largo de M16SEA. Por todo esto, se razonó que la segunda especie podría tratarse de la 

misma proteína M16SEA, con algún tipo de modificación en su extremo C. 

 

 

Figura 2.3. Espectros de fluorescencia de M16SEA. Se muestra en línea llena el espectro de 
emisión de M16SEA, luego de excitar a 276 nm. En línea de puntos, se muestra el espectro de la 
variante M16STOP, tomado en las mismas condiciones. El buffer empleado fue fosfato de sodio 
25 mM pH 7.0 y la temperatura 20 °C. 

   

Entonces se investigó cuál podría ser el efecto si la proteína se extendiera en su 

extremo C, como resultado de que el codón de stop no se reconociera como tal.  Un cambio 

en la última base de la secuencia de este codón (TGG por TGA), conduce a la adición de la 

secuencia WGSGC hasta el siguiente codón de stop. Esta secuencia corresponde a un 

incremento de masa de 490.5 Da, lo que coincide con lo determinado por espectrometría de 

masa, y además  introduce un residuo de triptófano, lo que explica el comportamiento de 

emisión de fluorescencia. Además, esto también añade un residuo de cisteína, el cual se 

pudo titular con el reactivo DTNB (no mostrado). Finalmente, esto también es consistente con 
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la dificultad encontrada en la separación de ambas especies mediante los procedimientos 

cromatográficos empleados para purificar este dominio.  

La lectura incorrecta de un codón de stop TGA como codificante para triptófano (TGG) 

es un fenómeno que se ha reportado en otras oportunidades y recibe el nombre de “codon 

readthrough" (Lu, Rohde et al. 1995; MacBeath y Kast 1998). Este fenómeno se manifiesta, 

durante la expresión recombinante, por la aparición de una banda de inducción con un 

tamaño mayor que acompaña a la proteína de longitud correcta. En nuestro caso, la escasa 

diferencia de masa y la baja proporción de este sub-producto dificultaron su identificación, y 

sólo se hizo evidente a partir de la anomalía del espectro de fluorescencia. Notablemente, el 

empleo del mismo codón de stop en las construcciones de ICA512 y fogrina no tuvo este 

efecto adverso, pero se reconoce que la tasa de error de lectura está influenciada por la 

secuencia de las bases que flanquean al codón de stop, y  también por la identidad de los 

aminoácidos de la cadena polipeptídica naciente (Bjornsson, Mottagui-Tabar et al. 1996; 

Mottagui-Tabar y Isaksson 1997). 

Como una prueba más directa de un mecanismo de “codon readthrough" en M16SEA, 

se clonó una variante donde el codón de stop se modificó de TGA (“opal”) a TAA (“ochre”), 

formando parte del tetranucleótido TAAT que es la secuencia más favorecida como stop en E. 

coli (Poole, Brown et al. 1995). Cuando esta variante, llamada M16STOP, se estudió por 

espectroscopía de fluorescencia en las mismas condiciones (Figura 2.3), se observó la 

desaparición de la banda de emisión de ~350 nm, lo que confirma que la emisión anómala es 

debida a la incorporación errónea de triptófano en el extremo C de la proteína.  

Para completar el estudio de la estructura primaria, se investigó la presencia de enlaces 

disulfuro en el dominio M16SEA, el único que contiene cisteínas. En la estructura 

tridimensional de este dominio, se observa que sus dos únicos residuos de cisteína se 

encuentran espacialmente cercanos, a una distancia  de alrededor de 4 Å en cordones beta 

antiparalelos adyacentes (Figura 2.4). Esta cercanía y geometría  llevó a considerar la posible 

formación de un puente disulfuro. 

Cuando la proteína en el estado nativo se incubó con el reactivo DTNB, no se 

detectaron tioles libres, sin embargo, al inducir el desplegado por el agregado de cloruro de 

guanidinio, se lograron titular las dos cisteínas. Por lo tanto, en las condiciones de expresión 

recombinante, las dos cisteínas se encuentran reducidas y ocultas al solvente en el estado 

nativo. 

Para probar si las uniones disulfuro podrían formarse durante el replegado in vitro, se 

desplegó la proteína con cloruro de guanidinio y luego se replegó por dilución en presencia de 

un par rédox (2-mercaptoetanol 1.15 mM, ácido 3,3’-ditiopropiónico 0.13 mM). Cuando esta 

muestra se ensayó con el reactivo DTNB, luego de pasarla por una columna de exclusión 

molecular (Sephadex G-25), la cantidad de tioles libres fue la misma que con la proteína sin 
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tratar, es decir, las cisteínas se encuentran igualmente reducidas y sólo accesibles al DTNB 

en el estado desplegado. 

 

Figura 2.4. Residuos de cisteína en M16SEA. Los dos residuos de cisteína se muestran como 
esferas, con la numeración correspondiente al archivo PDB (1IVZ). 

 

Un examen detallado de la estructura resuelta por RMN indicó que aunque la separación 

entre los átomos de azufre es demasiado grande para la formación de un puente disulfuro (4 

vs 2.3 Å), una topología ideal de los cordones beta antiparalelos permitiría reducir la distancia, 

pero en este caso los cordones están distorsionados por el conjunto de interacciones entre 

átomos en el estado nativo. En particular, debido a la distorsión, no pueden alcanzarse en el 

estado nativo los rotámeros adecuados de las cisteínas que permitirían satisfacer los 

requerimientos de la formación de un puente disulfuro (Bhattacharyya, Pal et al. 2004).  Por 

otra parte, el examen de la estructura también indicó que las cisteínas de referencia se hallan 

en un entorno altamente hidrofóbico y son muy poco accesibles al solvente, justificándose su 

baja reactividad frente al DTNB en condiciones nativas. 

 

2.4. Estado de agregación 

La cromatografía de exclusión molecular es una técnica estándar para la determinación 

de las propiedades hidrodinámicas de las proteínas. Una columna de exclusión molecular 

separa las proteínas de acuerdo a su coeficiente friccional, aunque esta propiedad suele 

expresarse de una manera más intuitiva definiendo el radio de Stokes (Rs), que es el radio de 

una esfera con el mismo coeficiente friccional que la proteína, lo que constituye una 

aproximación al volumen real que ocupa una macromolécula en solución. En estos estudios 
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 Figura 2.5. Comportamiento hidrodinámico seguido por SEC. Los perfiles cromatográficos se 
siguieron por absorbancia a 280 nm. Se muestra una corrida representativa de proteínas usadas 
como marcadores en la calibración, y la curva de calibración correspondiente. Los experimentos 
se realizaron en buffer fosfato de sodio 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.0. 
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En el caso de la proteína M16SEA, su perfil de elución es anómalo, caracterizado por un 

tiempo de retención mayor que el esperado para un monómero de su peso molecular. Esto 

posiblemente se deba a que la proteína posee algún grado de interacción con la matriz 

cromatográfica (compuesta de agarosa entrecruzada químicamente). Resultados similares se 

obtuvieron empleando una columna Superdex 75 (no mostrado), cuya matriz está compuesta 

de una mezcla de agarosa y dextrano.  

 

Tabla 2.2. Comportamiento hidrodinámico seguido por SEC a pH 7.0. 

Parámetro MPE ICA512 MPE fogrina M1SEA M16SEA 
Peso molecular (kDa) 9760.1 10813.1 12810.2 13805.3 
Nº de residuos 90 99 112 121 
RS teóricoa (Å) 17.5 (21.4) 18.0 (22.0) 18.7 19.1 

RS esperadob SEC (Å) 16.5 (21.3) 17.2 (22.2) 18.3 (23.6) 18.8 

RS experimentalc (Å) 16.4 ± 0.2 (20.7 ± 0.2) 22.5 ± 0.3 20.6 ± 0.1 16.6 ± 0.3 
aCalculado a partir del número de residuos de acuerdo a la ecuación descripta por Dobson 
(Wilkins, Grimshaw et al. 1999). bCalculado a partir del peso molecular con la ecuación descripta 
por Uversky (Uversky 1993). cDeterminado a partir del tiempo de retención, por interpolación de la 
curva de calibración. Los números entre paréntesis representan los RS teóricos o esperados para 
el dímero, según corresponda. En el caso de MPE ICA512, el RS experimental depende de la 
concentración proteica y el extremo superior corresponde a altas concentraciones (predominio de 
la forma dimérica). 

 

En el caso del dominio M1SEA, el perfil cromatográfico fue idéntico en todas las 

concentraciones ensayadas, con un tiempo de retención cercano al esperado para una 

proteína monomérica de su tamaño, con una forma globular algo expandida. Dado que este 

dominio está formado por dos cadenas no unidas covalentemente, podría esperarse que su 

disociación generara una dependencia en el tiempo de retención con la concentración de 

proteína inyectada (en caso de tratarse de un equilibrio de disociación rápido). Sin embargo, 

como se verá en la Sección 2.8.2, la conformación heterodimérica de este dominio es muy 

estable, con una constante de disociación de aproximadamente 50 fM, lo que explica que no 

se detecte disociación en el rango de concentraciones ensayado. 

La proteína MPE fogrina exhibió también un perfil de elución invariable con la 

concentración, y coincidente con lo esperado para un dímero, lo que sugiere que forma un 

dímero de alta afinidad. Sin embargo, un examen usando otras técnicas (ver más abajo) 

demostró que el comportamiento de MPE fogrina en SEC es un artefacto y la proteína en 

solución es monomérica. 

Respecto a la proteína MPE ICA512, hemos caracterizado extensivamente en nuestro 

laboratorio, la presencia de un equilibrio dímero-monómero en el estado nativo, que se 
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Figura 2.7. Entrecruzamiento con glutaraldehído de M16SEA. Las reacciones se hicieron en 
buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, a 27 °C. La proteína se incubó con glutaraldehído en 
distintas proporciones, que se expresan como múltiplos de la empleada en la calle 2 (1X). Calle 1: 
sin glutaraldehído; calles 2 a la 5: 1X, 2X, 4X, 8X, 16X, respectivamente. Las calles 6 a 9 
corresponden a muestras que fueron preincubadas con SDS 8 % p/v y calentadas 5 min a 100 °C 
antes de agregar el glutaraldehído en las proporciones 2X, 4X, 8X y 16X, respectivamente. 

 

Finalmente, el estado de agregación de los dominios se estudió por dispersión de luz 

estática. Las técnicas de dispersión de luz son metodologías espectroscópicas que permiten 

la determinación de los pesos moleculares de macromoléculas en solución. Una de estas 

metodologías es la dispersión de luz estática (SLS), que mide el promedio de la magnitud de 

la luz dispersada que, bajo ciertas condiciones, es proporcional al producto del peso 

molecular de la macromolécula por su concentración (Harding y Jumel 2001). En este trabajo 

empleamos la técnica multi-angle laser light scattering, acoplado a un fraccionamiento previo 

por exclusión molecular mediante una columna Superdex 200 (SEC-MALLS). A diferencia de 

la metodología convencional de exclusión molecular, la determinación del peso molecular por 

dispersión de luz no requiere del empleo de patrones y no se ve afectada por la forma de la 

macromolécula ni por artefactos de interacción inespecífica con la matriz de exclusión 

molecular. 

Los resultados fueron esclarecedores en  el caso de MPE fogrina. A diferencia de lo 

estimado por SEC, el peso molecular de este dominio fue de 10.8 kDa calculado a partir de 

los datos de dispersión de la luz, lo que es consistente con un estado monomérico (Figura 

2.8A). Además, el tiempo de retención en la matriz de exclusión usada en el experimento 

SEC-MALLS (Superdex 200), diferente de la empleada en el procedimiento de SEC 

convencional (Superose 12), fue compatible  con un estado monomérico, lo que sugiere un 

artefacto en la interacción entre la matriz Superose 12 y MPE fogrina. La naturaleza de la 

interacción de MPE fogrina con la matriz de exclusión Superose 12 no se investigó 

adicionalmente, aunque parece estar relacionada con la carga superficial altamente negativa 

de la proteína. 

En el caso de MPE ICA512, como parte de la caracterización del equilibrio dímero-

monómero, en trabajos previos se han realizado en nuestro laboratorio mediciones de SEC-

MALLS en las mismas condiciones que las descriptas aquí para fogrina (no mostrado), que 
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muestran la presencia de masas moleculares en el rango del dímero (aproximadamente 20 

kDa) hasta al monómero (10 kDa), dependiendo del tiempo de retención en la columna. 

Como se mencionó en los párrafos precedentes, el estado de oligomerización de  

M16SEA no pudo obtenerse por mediciones convencionales de SEC, debido a su interacción 

inespecífica con la matriz, ni por entrecruzamiento químico, ya que la reacción fue 

inespecífica. Entonces se realizó la medición de masa molecular mediante SEC-MALLS, de la 

misma forma que con MPE fogrina. Aunque los resultados del experimento tienen una 

dispersión algo elevada (Figura 2.8B), son indicativos de un estado monomérico, con un peso 

molecular de 13.7 kDa. 

 

 

 

Figura 2.8. Peso molecular determinado por SEC-MALLS. Se muestra como línea continua el 
perfil cromatográfico seguido por absorbancia a 280 nm, y los puntos corresponden al peso 
molecular. (A) MPE fogrina. (B) M16SEA. Nótese que en los experimentos de SEC-MALLS se 
utilizó una columna cromatográfica empaquetada con la matriz Superdex 200, diferente a la 
empleada en los experimentos de SEC descriptos en la Figura 2.5. Por lo tanto los perfiles 
cromatográficos no pueden ser comparados directamente. El buffer empleado fue el mismo que en 
los experimentos de SEC. 

 

2.5. Flexibilidad conformacional explorada por proteólisis controlada 

La flexibilidad conformacional de los dominios SEA se estudió por medio de 

experimentos de digestión controlada con tripsina. Para que una proteína pueda ser 

degradada por una proteasa debe existir, en la región de corte, una flexibilidad que le permita 

adaptarse al sitio activo de la enzima, lo que puede ser resultado de un desplegado local, en 

la cercanía del enlace peptídico blanco, o mediante un desplegado global, que involucre a 

toda la molécula. El método de digestión controlada con proteasas se ha utilizado para aislar 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 
 

dominios, y también para identificar unidades autónomas de plegado dentro de los mismos 

dominios. 

Cuando los dominios SEA se trataron con tripsina, se observaron distintos 

comportamientos (Figura 2.9). En el caso de MPE fogrina, se observó que este dominio es 

marcadamente resistente a la proteólisis. La degradación ocurre lentamente y se manifiesta 

como una disminución en la intensidad de la banda de proteína de longitud completa, sin 

detección de fragmentos mayores. Se concluye de esta forma, que los fragmentos generados 

no son resistentes a la proteólisis ulterior, y que la proteína es susceptible a la hidrólisis por 

tripsina mediante un proceso de desplegado global. 

El dominio MPE ICA512 exhibió una cinética de proteólisis aún más lenta que la de 

fogrina (no mostrado). Aún después de 4 h de reacción no se observó degradación, sin 

embargo, con el agregado de urea en una concentración final de 2 M,  se observa casi el 100 

% de degradación en el mismo período. Eso es indicativo de una estructura esencialmente 

rígida, con potenciales sitios de corte que sólo se hacen accesibles luego de inducir el 

desplegado con urea. 

 

 

 

 

Figura 2.9. Proteólisis controlada con tripsina. (A) MPE fogrina, la relación tripsina:proteína fue 
de 1:75, y también se muestran, en el panel de la derecha, muestras tomadas luego de 2 h de 
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reacción, con (+) y sin (-)  tripsina. (B) M1SEA y  (C), M16SEA, ambas en una relación 
tripsina:proteína de 1:100 p/p.  

 

El dominio M1SEA, el cual está constituido por dos cadenas, también se mostró 

resistente a la acción de tripsina (Figura 2.9B), no detectándose degradación en el tiempo 

ensayado. Esto es consistente con una estructura compacta y estable. 

El comportamiento más interesante se observó con el dominio M16SEA (Figura 2.9C). 

Esta molécula es rápidamente degradada, pero los fragmentos generados son muy 

resistentes a la degradación posterior. El análisis del producto de digestión parcial por 

espectrometría de masa y secuenciación N-terminal, permitió asignar el sitio de corte entre 

las argininas 85 y 86, dentro de un loop altamente expuesto al solvente (Figura 2.10). Si se 

permite que la digestión continúe durante más tiempo, al final prácticamente todos los sitios 

de corte son blanco de la acción de tripsina, y los fragmentos generados pudieron 

identificarse por secuenciación parcial por espectrometría de masa MALDI TOF/TOF. 

 

 

 

Figura 2.10. Fragmentos de proteólisis controlada del dominio M16SEA. Se indican los 
resultados del análisis por espectrometría de masas y secuenciación N-terminal, que permitieron 
asignar el enlace peptídico donde ocurre el primer evento de corte. A la derecha, se muestran 
sobre la estructura tridimensional los residuos de arginina 85 y 86 en representación de esferas, y 
en colores distintos los dos fragmentos generados. 

 

 

Segmento 
Secuencia Peso molecular (Da) 

N-terminal Esperado Obtenido 

S1- R85 SSSSQHFNL 9594.5 9595.1 

R86- G121 RVDRVAIYE 4228.8 4229.4 
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2.6. Estructura secundaria 

 

El dicroísmo circular (CD) es un fenómeno que resulta de la absorción diferencial de luz 

circularmente polarizada a la izquierda y derecha, por los cromóforos que son 

intrínsecamente quirales o que se hacen ópticamente activos al encontrarse en entornos 

asimétricos. Cuando las proteínas son estudiadas por CD con luz en la región del UV lejano 

(180-240 nm), el cromóforo que absorbe es el enlace peptídico, aunque también puede haber 

contribuciones de menor magnitud por parte de los residuos aromáticos. Las propiedades de 

absorción del enlace peptídico son modificadas al formar parte de arreglos de estructura 

regular, lo que resulta en espectros de CD característicos para los distintos elementos de 

estructura secundaria. 

 

Figura 2.11. Espectros de CD en el UV lejano. Las medidas se hicieron a 20 °C en buffer fosfato 
de sodio 25 mM pH 7.0. 







 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 
 

Por otra parte, en los espectros de MPE ICA512 y de M16SEA se aprecian claramente 

las bandas correspondientes a las transiciones 1Lb de las tirosinas que hacen una 

contribución positiva. 

 

Figura 2.13. Agrupamiento de residuos aromáticos en M1SEA. En la figura central se muestra 
la ubicación de residuos aromáticos muy cercanos entre sí, y en las figuras laterales se muestra el 
detalle de las regiones recuadradas, rotadas para una mejor visualización. La numeración 
corresponde al archivo PDB (2ACM). 

 

La estructura terciaria también se investigó mediante espectroscopía de emisión de 

fluorescencia, luego de excitar las cadenas laterales de tirosina (Figura 2.14). Los dominios 

MPE ICA512, M16SEA y MPE fogrina, presentan un máximo de emisión a 300 nm, cuya 

intensidad disminuye al desplegar la proteína con GdmCl 5-6 M, aunque la longitud de onda 

del máximo de emisión es invariable, como es en general el caso de proteínas que no 

contienen triptófano. Esto indica que los residuos de tirosina se encuentran ocultos al solvente 

y sólo resultan expuestos con el desplegado inducido por el desnaturalizante. El dominio 

M1SEA tiene un espectro similar al de MPE ICA512 y de MPE fogrina, pero con una 

intensidad de emisión que no disminuye significativamente con el agregado de GdmCl.  
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Figura 2.14. Espectros de fluorescencia. Las medidas se hicieron a 20 °C en fosfato de sodio 25 
mM pH 7.0, con excitación a 276 nm. En línea punteada se muestran los espectros de la proteína 
desplegada con GdmCl 6 M. El espectro de M16SEA corresponde al de la variante M16STOP. 

 

Para investigar la presencia de superficies hidrofóbicas expuestas al solvente, se 

realizaron espectros de emisión de fluorescencia en presencia de ANS (no mostrado). En 

ninguno de los dominios se detectó unión de esta sonda, lo cual es consistente con un 

empaquetamiento rígido, y sin superficie hidrofóbica expuesta al solvente. 
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2.8. Estabilidad conformacional de los dominios SEA 

 

2.8.1. Desplegado por temperatura 

 

La estabilidad de los dominios SEA frente al desplegado por temperatura, se estudió por 

medición de la señal dicroica a 220 nm, mientras se incrementaba linealmente la temperatura. 

De esta forma, se siguió el cambio en el contenido de estructura secundaria que acompaña al 

proceso de desplegado. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.15. En todos los 

casos, se observaron transiciones altamente cooperativas y con una elevada Tm, la 

temperatura en el punto medio de la transición. Esto indica que todos los dominios tienen una 

alta estabilidad estructural.  

Las transiciones de los dominios M1SEA, M16SEA y MPE ICA512 son irreversibles, lo 

que impidió su análisis cuantitativo para obtener los parámetros termodinámicos del proceso 

de desplegado. En el caso de M16SEA, el desplegado ocurrió con una marcada precipitación 

de la muestra, mientras que para M1SEA y MPE ICA512, la intensidad de la señal nativa no 

se recuperó al retornarlas a la temperatura inicial, aunque tampoco se observaron signos de 

precipitación. El ajuste de las curvas de desplegado a un modelo de dos estados, permitió 

estimar una Tm de 74.6 °C para M16SEA y 76.4 °C para M1SEA, aunque es importante 

destacar que estos son parámetros aparentes, ya que pueden depender de la concentración 

de proteína y de la velocidad de calentamiento. Se ha reportado anteriormente que M1SEA, 

con una secuencia de hexahistidinas, posee una Tm de aproximadamente 75 °C a pH 6.4, 

siendo el proceso también irreversible (Macao, Johansson et al. 2006). No fue posible estimar 

la Tm de MPE ICA512, por la dificultad en establecer cuál es la señal del estado desplegado, 

ya que se observan dos fenómenos: el proceso de desplegado que disminuye la magnitud de 

la elipticidad, y una transición a alta temperatura con una ganancia de elipticidad negativa. 

Una característica notable de la transición de desplegado de M1SEA, es que ocurre con 

un aumento en la intensidad negativa de la señal dicroica, mientras que lo usual es que 

disminuya, como se espera para una reducción del contenido de estructura secundaria con el 

desplegado. Una interpretación posible, es que el estado final no sea el “estado desplegado”, 

sino un intermediario parcialmente plegado, con estructura secundaria no nativa. Como se 

describe más adelante en los experimentos de desplegado químico, esta proteína es 

realmente muy estable, con lo cual se puede esperar estructura residual en condiciones 

altamente desnaturalizantes. 

Dado que la transición de desplegado de MPE fogrina es reversible, fue posible extraer 

los parámetros termodinámicos asociados al proceso (Tabla 2.4). El desplegado se efectuó 

en 3 condiciones de pH y a distintas concentraciones de proteína. El estudio de las 
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Figura 2.15. Desnaturalización por temperatura seguida mediante CD a 220 nm. A menos que 
se indique lo contrario, la incubación se hizo en buffer fosfato de sodio 25 mM, pH 7.0. En el panel 
inferior, los valores de elipticidad se normalizaron para llevarlos a una misma escala antes de 
hacer el ajuste, y se muestran desplazados arbitrariamente en el eje de ordenadas para mayor 
claridad. Las líneas representan el ajuste global de todos los datos de desplegado de MPE fogrina, 
a un modelo de dos estados unimolecular como se describe en el texto. 
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difusión de unas pocas decenas de Å, así que deben estar ubicados en sitios específicos para 

que se pueda observar el clivaje. El agregado de EDTA prácticamente detuvo la degradación 

(Figura 2.23C), y el DTPA tuvo un efecto semejante (no mostrado).  

En resumen, se ha encontrado que fogrina experimenta un proceso de degradación in 

vitro, pero son necesarios experimentos adicionales para establecer la naturaleza exacta del 

mecanismo proteolítico, los cuales se están llevando a cabo actualmente. Los experimentos 

mostrados sugieren la participación de iones metálicos, y posiblemente de especies reactivas 

de oxígeno.  

 

     

    

 

Figura 2.23. Proteólisis espontánea de fogrina en distintas condiciones. La proteína se 
incubó en buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, a menos que se indique lo contrario, y la 
temperatura fue de 20 °C. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se corrieron por SDS-
PAGE. Se probó el efecto del agregado de distintos agentes. (A) Sin agregado. (B) PMSF 1 mM. 
(C) EDTA 5 mM. (D) DMSO 10% v/v. (E) Incubación en distintos buffers, todos 50 mM: Tris·Cl pH 
9.0 y pH 8.0, MES·Na pH 7.0 y pH 6.2, acetato de sodio pH 5.0 y pH 4.0. 
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3. Estructuras y secuencias de los dominios SEA 

3.1. Introducción 

 

Las proteínas que integran la familia de dominios SEA poseen una estructura 

tridimensional muy conservada y una identidad de secuencia baja. Cuando se compara el 

conjunto de secuencias de una familia de estas características, se suelen identificar patrones 

de residuos conservados que pueden formar parte de las interacciones que definen las 

características del plegado y estabilizan su conformación. Similarmente, también suelen estar 

muy conservados los residuos importantes para la función, ya sea que pertenezcan a un sitio 

activo, o que formen parte de las superficies de interacción proteína-proteína.  

Para tratar de identificar las interacciones importantes para la estructura y función de los 

SEA, ampliamos la información estructural para esta familia con la determinación de la 

estructura cristalográfica del dominio MPE fogrina, y luego realizamos un análisis detallado de 

las secuencias y estructuras tridimensionales disponibles. Como se describió en los capítulos 

previos, ICA512 y fogrina son dos homólogos cercanos, que comparten muchas de sus 

propiedades funcionales y estructurales. Sin embargo, mientras que MPE ICA512 forma un 

dímero en solución, MPE fogrina es un monómero en las mismas condiciones. De esta forma, 

al disponer de la estructura tridimensional de ambos dominios, se puede intentar explicar 

cómo las diferencias en su estructura cuaternaria se encuentran determinadas a nivel de su 

secuencia. Finalmente, esto también permite derivar un número de hipótesis acerca de la 

relevancia in vivo de los procesos de oligomerización en estos dominios. 

Hacia el final del capítulo, se analizan las estructuras tridimensionales y las secuencias 

de los dominios SEA, y se identifican residuos e interacciones importantes para la 

conservación del plegado, junto con otros que pueden ser importantes para su función. 

 

3.2. Determinación de la estructura tridimensional de MPE fogrina por difracción de 

rayos x 

 

3.2.1. Cristalogénesis y resolución de la estructura 

 

La cristalización MPE fogrina se llevó a cabo mediante la técnica de difusión de vapor en 

gota suspendida, explorando un amplio rango de condiciones de cristalización. La proteína se 

obtuvo siguiendo la misma metodología  de purificación descripta  para los estudios biofísicos 

del Capítulo 2, añadiendo únicamente el cambio del buffer fosfato por Tris 10 mM pH 7.4, 

para evitar la interferencia del ion fosfato con los aditivos presentes en las soluciones de 
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cristalización. Se obtuvieron cristales en diversas condiciones (Tabla 3.1), tanto a pH ácido 

como neutro, dentro de unos pocos días de incubación a 20 °C.  

Para obtener los datos de difracción, en primer lugar los cristales debieron ser 

congelados y enviados al sincrotrón del Brookhaven National Laboratory (Nueva York, 

EE.UU.). Se ensayaron diversas condiciones de crioprotección, para lo cual se transfirieron 

los cristales individuales a soluciones de idéntica composición a la de cristalización, pero con 

el agregado de una sustancia criopreservante, para luego congelarlos en nitrógeno líquido. 

Los mejores datos de difracción se obtuvieron, a pH 7.4, en la condición 31 de la Tabla 3.1, 

sin el  agregado de criopreservante, esto último se esperaba ya que la solución de 

cristalización contenía PEG, un polímero con propiedades crioprotectoras. A pH 4.6, se 

obtuvieron buenos datos de difracción para la condición 20, usando glicerol 25 % v/v como 

crioprotector.  

 

Tabla 3.1. Condiciones de cristalización de MPE fogrina. 

Condición Composición Tiempo de aparición 
del cristal 

 

30 Sulfato de amonio 0.2 M, 
PEG 8000 30 % p/v 

< 1 día (luego de 
incubación ON) 

 

31 Sulfato de amonio 0.2 M, 
PEG 4000 30 % p/v 

< 1 día (luego de 
incubación ON) 

 

47 Acetato de sodio 0.1 M pH 
4.6, sulfato de amonio 2 M 2 - 3 días 

 

20 
Acetato de sodio 0.1 M pH 
4.6, sulfato de amonio 0.2 

M, PEG 4000 25 % p/v 
2 - 3 días 
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Factores B promedio (Å2)   

Átomos de la proteína 48.5 46.7 

Moléculas de agua 45.6 48.7 

Desviaciones cuadráticas medias   

Longitud de enlace (Å) 0.021 0.019 

Ángulos de enlace (°) 1.563 2.000 

Ramachandran   

Más favorecido (%) 100 100 
aLos valores entre paréntesis corresponden a la capa de mayor resolución. 
b . c , donde Fobs y Fcalc son 
las amplitudes de los factores de estructura observados y calculados, respectivamente. Rfree es 
igual que Rwork, pero calculado con un 5 % de las reflexiones, elegidas al azar, que se omitieron 
del refinamiento. 

 

Ya que la proteína cristalizada posee una alta similitud de secuencia con el dominio 

MPE ICA512 (43 % de identidad), se apuntó a resolver su estructura mediante remplazo 

molecular. Este procedimiento se aplicó exitosamente, empleando como modelo de búsqueda 

a las coordenadas de MPE ICA512 a pH 8.5 (PDB ID: 2QT7). El uso de las otras estructuras  

cristalográficas de MPE ICA512 (PDB ID: 3NO1 a pH 8.5 y 3NP5 a pH 4.5), no mejoró el 

contraste de las soluciones. Finalmente, ambas estructuras se refinaron y verificaron 

estereoquímicamente. Algunos parámetros estadísticos de la recolección de datos, del 

refinamiento y validación de las estructuras, se indican en la Tabla 3.2. 

 

3.2.2. Estructura tridimensional de MPE fogrina 

 

Las estructuras cristalográficas de MPE fogrina determinadas a pH 7.4 y a pH 4.6, y 

resueltas a 1.95 y 2.01 Å, respectivamente, resultaron esencialmente idénticas, con un RMSD 

de 0.29 Å para los átomos del backbone. En la Figura 3.1 se muestra la estructura obtenida a 

pH 7.4, y los parámetros cristalográficos y del refinamiento se consignan en la Tabla 3.2. En 

los dos cristales se observó una molécula de proteína por unidad asimétrica y su contenido de 

solvente es de ~60 %. En las dos estructuras, hay residuos para los cuales no se observa 

densidad electrónica interpretable. Estos son los primeros 8 residuos en ambas, el último 

residuo también en las dos, y el penúltimo a pH 7.4. Es muy probable que esto se deba a que 

son regiones muy móviles, ya que estos residuos son predichos como desestructurados por 

varios algoritmos de predicción de dominios globulares y de estructura secundaria a partir de 

la secuencia de aminoácidos. Además, la identidad de secuencia con ICA512, y con el resto 

de los dominios SEA, es muy baja para los primeros residuos de la región N-terminal. Ya que 
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muestra una representación en forma de sequence-logo de este alineamiento, donde se 

destacan las posiciones conservadas, mientras que el alineamiento completo se puede 

consultar en el APÉNDICE. Las posiciones han sido numeradas de manera de simplificar la 

comparación con un alineamiento más grande de toda la familia SEA (ver sección siguiente).  

 

Figura 3.6. Alineamiento múltiple de la región MPE de las RPTP. El alineamiento se representa 
en forma de logo, donde la altura de las letras es proporcional a la frecuencia de ocurrencia en 
cada posición. Las posiciones recuadradas deben interpretarse con cautela ya que corresponden 
a regiones con gaps en más del 20% de las secuencias. 
  

Para tener una medida de la diversidad secuencial del alineamiento, se realizó la 

comparación de la identidad existente entre cada par de secuencias, lo que muestra que un 

50 % de las mismas poseen una identidad en el rango de 20-30%, mientras que un 30 % de 

las secuencias se encuentran en el rango de 31-45%. Esto demuestra que el alineamiento es 

muy diverso, pero aun así, se aplicó un procedimiento establecido para “pesar” a cada 

secuencia del alineamiento, de manera de quitarles peso a aquellas que tienen mayor 

identidad de secuencia, lo cual redunda en un análisis más robusto de los patrones de 

conservación. Para este fin, se recurrió a un algoritmo que da un peso a cada secuencia de 

acuerdo a su nivel de identidad en cada posición del alineamiento (Henikoff y Henikoff 1994). 

Empleando este alineamiento múltiple de secuencias, se obtuvo una medida de la 

conservación de los residuos. Para ello se calcularon las frecuencias de ocurrencia de los 

aminoácidos en cada posición (teniendo en cuenta el peso estadístico asociado a cada 
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secuencia), y se obtuvo la entropía posicional. Esta medida está relacionada con la entropía 

de la información (o entropía de Shannon), y tiene la ventaja de que las frecuencias de 

ocurrencia de los aminoácidos se traducen en un valor acotado entre 1 y 20. Un valor de 

entropía igual a n, es equivalente a la situación donde n residuos aparecen con idéntica 

frecuencia (1/n) en la posición en cuestión. De esta forma, los valores más bajos de entropía 

se corresponden con las posiciones más conservadas. Una lista de las 25 posiciones más 

conservadas, de acuerdo a su valor de entropía posicional, se muestra en la Tabla 3.3. 

Para intentar explicar el patrón de conservación encontrado, se analizó la ubicación de 

los residuos conservados en las estructuras tridimensionales de MPE ICA512 y MPE fogrina. 

Es un hecho reconocido que las posiciones del core hidrofóbico están entre las más 

conservadas. Para identificar los residuos que participan del core, se analizó en las dos 

estructuras el área accesible al solvente (ASA) en el estado nativo, empleando el monómero 

de cada estructura cristalográfica. Ya que los residuos más voluminosos pueden hacer 

mayores contribuciones al área total de la proteína, los valores de ASA para cada posición 

deben normalizarse, comparándolos con los valores estimados para el estado desplegado. En 

lugar de emplear el procedimiento habitual de asignar un valor de ASA genérico para cada 

residuo, derivado del valor computado para el aminoácido en un tripéptido Gly-X-Gly (u otro 

compuesto modelo), se obtuvo una estimación más realista mediante la asignación de los 

valores de ASA dependientes del contexto de secuencia, que se obtienen mediante 

simulaciones de mecánica molecular del estado desplegado (Estrada, Bernado et al. 2009). 

De todas formas, el empleo de uno u otro método de normalización no afectó las 

conclusiones. Las posiciones del core, corresponden a aquellas que poseen una baja 

accesibilidad al solvente (menor al 15 %) y un carácter hidrofóbico conservado. La 

hidrofobicidad de cada posición corresponde a la frecuencia de cada residuo (teniendo en 

cuenta el peso estadístico asociado a la secuencia) multiplicada por el valor de hidrofobicidad 

derivado de la energía de transferencia de los aminoácidos de agua a octanol (Fauchère y 

Pliska 1983). De esta forma, se identificaron las posiciones del core hidrofóbico listadas en la 

Tabla 3.4, y representadas en la estructura cristalográfica de MPE fogrina en la Figura 3.7. 
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W F Y L I M V C P A T S G Q N K E D R H  

Figura 3.11. Superficie hidrofóbica expuesta. Los residuos se colorearon de acuerdo a la escala 
de hidrofobicidad de Pliska (Fauchère y Pliska 1983), donde los residuos hidrofóbicos se muestran 
en una escala de color desde el naranja (hidrofóbico) al verde (hidrofílico). La orientación de los 
dominios es la misma que en la Figura 3.9. (A) M16SEA. (B) M1SEA. (C) MPE fogrina. (D) MPE 
ICA512. 
 
 
3.6. Residuos conservados en la familia de dominios SEA 
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Figura 3.13. Conservación de los residuos del core. (A) MPE fogrina. (B) M16SEA. En rojo, se 
muestran los residuos que pertenecen al core de las RPTP, y también al de todos los SEA. En 
gris, los residuos que pertenecen al core de las RPTP, pero no se pueden generalizar a todos los 
SEA. En naranja, residuos del core de los SEA, que se ubican en contextos estructurales distintos 
en las diferentes estructuras, y en verde, las posiciones que se pueden asignar al core de los SEA, 
luego de analizar el patrón de conservación y las estructuras de todos los SEA.  
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4.2. Autoproteólisis de los dominios SEA 

 

La autoproteólisis de los SEA es considerada la característica más notable de estos 

dominios, ya que puede ser vista como un mecanismo por el cual un mismo gen codifica tanto 

al receptor como a su ligando específico (Wreschner, McGuckin et al. 2002). Los resultados 

de esta tesis sugieren que la autoproteólisis es un fenómeno general o al menos presente en 

muchos miembros de la familia. Existen variaciones en el mecanismo de autoproteólisis, ya 

que en los SEA que poseen la secuencia consenso de corte, el mecanismo está mediado por 

estrés conformacional, mientras que en la región MPE de las RPTP, es resultado de la 

susceptibilidad a la degradación por especies reactivas de oxigeno en la cercanía de los 

extremos del dominio. Hay un número importante de dominios SEA que carecen de la 

secuencia consenso de corte y para los cuales no se ha reportado que sufran procesamiento 

proteolítico alguno. Este es el caso del dominio M16SEA y en general de todos aquellos que 

poseen el par de cisteínas conservado. Futuros estudios deberían demostrar si estos 

dominios han sufrido modificaciones que impiden el procesamiento proteolítico, es decir, que 

se han especializado en ser monoméricos, o si por el contrario, son los dominios que sufren  

autoproteólisis los que se han especializado para formar heterodímeros. 

Estudios previos del laboratorio demostraron que el ectodominio maduro de ICA512 

sufre un proceso de degradación in vitro que resulta en la generación del dominio MPE 

(Primo, Klinke et al. 2008). Los experimentos realizados en esta tesis, con una versión 

extendida de MPE fogrina, mostraron que la misma también es degradada in vitro. 

Actualmente se están realizando experimentos adicionales, que permitirán establecer si el 

mecanismo proteolítico es el mismo en ambos dominios,  lo que es sugerido por los 

resultados mostrados en la Sección 2.9, donde se observó que la degradación depende de la 

presencia de metales y es inhibida por DMSO, un conocido atrapante de especies reactivas 

de oxígeno. ¿Es este procesamiento proteolítico de relevancia in vivo, en condiciones 

normales o patológicas? En este sentido es importante destacar que el extremo N de MPE 

fogrina se eligió de manera tal que coincidiera con la isoforma predominante en páncreas 

(Tomiko Kawakami 2007). La búsqueda bioinformática de proteasas que pudieran generar 

ese patrón de corte, no arrojó resultados positivos entre las enzimas propias del tejido 

neuroendocrino, a diferencia de otras isoformas de fogrina y de ICA512 cuyos patrones de 

corte coinciden con los generados por las enzimas prohormona convertasas que son propias 

de este tipo de tejidos. Futuros experimentos deberán ocuparse de establecer si esta 

isoforma de fogrina es resultado del mismo procesamiento observado in vitro. Por otro lado, 

actualmente se reconoce que el estrés oxidativo juega un rol importante en la patología 

diabética (Kajimoto y Kaneto 2004), por lo que resulta de gran interés establecer si este 

proceso de degradación puede darse in vivo y cuáles son sus consecuencias. 

























































 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 
 

5.14.2. Recolección de datos y procesamiento 

 

Se recogieron los datos de difracción en la estación X6A del National Synchrotron Light 

Source (Brookhaven National Laboratory, NY, EE.UU.), usando un detector ADSC Q270 

(Area Detector Systems Corp., Poway, CA, EE.UU.), y una temperatura de 100 K. Los datos 

fueron indexados, integrados, escalados y reducidos usando el paquete de programas 

HKL2000 (Otwinowski y Minor 1997). Un 5 % de las reflexiones, seleccionadas al azar, fueron 

asignadas para los cálculos del Rfree.  

 

5.14.3. Resolución de la estructura, construcción del modelo y refinamiento 

 

Las estructuras de MPE fogrina fueron resueltas por el método de remplazo molecular, 

usando las coordenadas de MPE ICA512 (PDB ID: 2QT7) como modelo de búsqueda. La 

solución se obtuvo usando Molrep (Vagin y Teplyakov 2010) como parte del programa 

MrBUMP (Keegan y Winn 2008). Los modelos fueron corregidos manualmente usando Coot 

(Emsley y Cowtan 2004), y luego sujetos a refinamiento (restrained refinement) con 

REFMAC5 (Murshudov, Vagin et al. 1997). Tanto MrBUMP como REFMAC5 forman parte de 

la suite CCP4 (Cowtan, Emsley et al. 2011). 

Los modelos iniciales fueron adicionalmente refinados usando REFMAC5 en modo “TLS 

and restrained refinement”. En el caso de la estructura a pH 7.4,  toda la proteína fue incluida 

en un mismo grupo TLS, mientras que en la estructura a pH 4.6 se usaron 14 grupos TLS, 

que se definieron usando el servidor TLSMD (Painter y Merritt 2006). De esta forma se 

llevaron a cabo rondas de refinamiento con REFMAC5 seguidas de ajustes manuales del 

modelo con Coot, hasta llegar a convergencia.  

La calidad estereoquímica de los modelos finales fue verificada con el servidor 

Molprobity (Chen, Arendall et al. 2010). Las coordenadas y factores de estructura fueron 

depositados en el Banco de Datos de Proteínas (PDB, Protein Data Bank) con los códigos 

4HTI y 4HTJ. 

 

5.15. Métodos bioinformáticos 

 

En la construcción del alineamiento múltiple de secuencias de las RPTP, en primer lugar 

se realizó una búsqueda de homólogos en la base de datos no redundante del NCBI, 

mediante el algoritmo PSI-BLAST (Altschul, Madden et al. 1997), usando los parámetros 

default. Se emplearon como secuencias de búsqueda a MPE ICA512 y a MPE fogrina, 

generándose dos alineamientos múltiples con la ayuda del programa BioEdit 7.13 (Ibis 










































