REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 39, nro. 2 DE 2010

Rev. Colomb. Quim., 2010, 39(2):181-197

MODELAMIENTO POR HOMOLOGIA DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE LA FOSFOLIPASA A, CITOSOLICA PANCREATICA
DEPENDIENTE DE CALCIO PRESENTE EN Rattus norvegicus

HOMOLOGY MODELLING BY THREE-DIMENSIONAL STRUCTURE
OF PHOSPHOLIPASE A, CYTOSOL-DEPENDENT PANCREATIC CALCIUM
IN Rattus norvegicus

MODELAGEM POR HOMOLOGIA DE ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL
DA ENZIMA FOSFOLIPASE A, PANCREATICAS CITOSSOL
CALCIO-DEPENDENTE EM Rattus norvegicus

Ricardo Vivas-Reyes"?, Maicol Ahumedo’, José Cabezas’

Recibido: 1/12/09 - Aceptado: 10/08/10

RESUMEN

La fosfolipasa A, dependiente de calcio es
de vital importancia en la biosintesis de
mediadores lipidicos, inflamatorios o ei-
cosanoides, tales como: tromboxanos,
leucotrienos y prostaglandinas. Para la
fosfolipasa A, dependiente de calciode 85
kDa presente en Rattus norvegicus, se co-
noce su estructura primaria (secuencia de
aminoacidos), pero a pesar de su relevan-
cia no existen reportes de sus estructuras
secundarias y terciarias.

En este estudio se obtuvieron y eva-
luaron los modelos de estructura terciaria
mediante el uso de servidores de modela-
do y evaluacién de proteinas via Internet
para la fosfolipasa A, dependiente de cal-

cio presente en células beta del pancreas
de Rattus norvegicus.

Los modelos 3D obtenidos de la
cPLA, estudiada pueden ser ttiles en el
disefio racional de experimentos de muta-
génesis dirigida, para elucidar y com-
prender cudl puede ser el mecanismo de
funcionamiento de dicha enzima o para el
disefio de farmacos que se unan a ella.

Palabras clave: modelamiento, fosfo-
lipasa A,, bioinformatica.

ABSTRACT

Calcium-dependent phospholipase A2
(cPLA,) is of vital importance in biosyn-
thesis of lipid, inflammatory or eicosanoid
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mediators, such as thromboxanes, leuko-
trienes and prostaglandines. For the 85
KDa cPLA, present in Rattus norvegicus,
its primary structure (AA sequence) is
well known, but there is no report of its se-
cundary and tertiary structures.

In this study tertiary structure models
of cPLA, present in pancreatic beta cells
of rattus norvegicus were obtained and
evaluated using protein modelling and
evaluation via internet servers.

The cPLA, 3D models obtained can be
useful to the rational design of site-direc-
ted mutagenesis experiments, for elucida-
ting and understand which might be the
operation mechanism of this enzyme or for
the design of drugs which may bind to it.

Key words: modelling, phospholipase
A2, bioinformatics.

RESUMO

A Fosfolipase A, dependente do calcio é
de vital importancia na biosintese de me-
diadores lipidicos, inflamatérios ou eico-
sanodides, tais como: tromboxanos, leuco-
trienos e prostaglandinas. Para a fosfoli-
pase A, dependente de calcio de 85 kDa
presente em rattus norvegicus, se conhece
sua estrutura primaria (sequéncia de ami-
noacidos), mas ndo existem reportes de
suas estruturas secundarias y terciarias.

Neste estudo foram obtidos e avalia-
dos os modelos de estrutura terciaria,
através do uso de servidores de modela-
gem e avaliacdo de proteinas, via Internet
para a fosfolipase A, dependente do cal-
cio presente em células betas do pancreas
de rattus norvegicus.
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Os modelos 3D obtidos da cPLA, estu-
dada podem ser uteis no desenho racional
de experimentos de mutagénese dirigida,
para elucidar y compreender qual pode
ser o mecanismo de funcionamento desta
enzima ou para o desenho de firmacos
que se liguem a ela.

Palavras-chave: modelagem, fosfoli-
pase A,, bioinformaética.

INTRODUCCION

El conocimiento de la estructura tridimen-
sional de una proteina es imprescindible si
se desea comprender a fondo su mecanis-
mo de funcionamiento o llevar a cabo el di-
sefio racional de farmacos que se unan a
ella. Sin embargo, la determinacién expe-
rimental de estructuras de proteinas es una
tarea que a menudo resulta dificil de ejecu-
tar, debido a la imposibilidad de obtener
cantidades suficientes de proteina purifi-
cada, y también a dificultades durante el
proceso de cristalizacion (grupo espacial y
empaquetamiento en la estructura cristali-
na, presencia o ausencia de ligandos, dife-
rente grado de hidratacién, presencia de
sales, etc.), o cualquier otro de los muchos
problemas técnicos que pueden surgir du-
rante los estudios estructurales (1). Dado
el marcado interés que muestran los inves-
tigadores por la estructura de las macro-
moléculas bioldgicas, y conscientes de la
estrecha relaciéon que existe entre la es-
tructura de una molécula y su funcion, asi
como de los grandes avances que se han
producido en las técnicas experimentales
para el estudio de estructuras, especial-
mente en las técnicas de cristalizacion de
macromoléculas y complejos de interés
bioldgico, de resolucion de estructuras a
partir de los patrones de difraccion de ra-
yos X y de estudios de macromoléculas en
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disolucion mediante resonancia magnética
nuclear (RMN) (1, 2), han aumentado de
manera notoria, el nimero de estudios en-
focados al disefio de farmacos basados en
la estructura del receptor (métodos direc-
tos) y ademas son el punto de referencia
vital en los métodos de modelado por ho-
mologia de proteinas.

Muchos de los avances en estas técni-
cas se deben al desarrollo de métodos
computacionales especificos de andlisis
de datos, que han facilitado en gran medi-
da la interpretacion de los resultados ex-
perimentales. En este estudio nos limita-
remos solo al estudio de algunas técnicas
bioinformaticas mas generales, que han
resultado ser de gran utilidad para los in-
vestigadores en biologia molecular, como
son la busqueda y visualizacién de estruc-
turas depositadas en las bases de datos, o
la modelizacién molecular, que consiste
en predecir de forma teérica la estructura
de una macromolécula de la cual se cono-
ce Unicamente su secuencia o estructura
primaria. La modelacién en este caso se
ve justificada, ya que de la fosfolipasa A,
dependiente de calcio (cPLA,) presente
en Rattus novergicus, se conoce su es-
tructura primaria, pero no existen re-
portes de sus estructuras secundarias y
terciarias. Estos hechos se complementan
con las dificultades experimentales exis-
tentes para la obtencion de estructuras tri-
dimensionales resueltas, y por tanto siem-
pre existe un desequilibrio entre el
nimero de secuencias conocidas y las re-
sueltas experimentalmente. No es sor-
prendente, por consiguiente, que los mé-
todos de prediccion de estructuras de
proteinas a partir de su secuencia sean
una solucién alterna para los estudio de
elucidacion estructural de macromolécu-
las, y objeto de un creciente interés (2).

Las fosfolipasas A, (PLA,) pertene-
cen a una familia de enzimas que hidroli-
zan el enlace éster SN-2 de los glicero-
fosfolipidos liberando &cidos grasos,
principalmente el 4cido araquidonico y
un lisofosfolipido. Dependiendo de sus
isoformas, el sustrato para la PLA, pue-
de ser fosfatidilcolina, fosfatidiletanola-
mina, plasmalogenos u otros. El acido
araquidonico sirve como un precursor
para la generacion de una familia de me-
diadores lipidicos bioactivos conocidos
como eicosanoicos, que incluyen a pros-
taglandinas, tromboxanos y leucotrie-
nos. Més recientemente, el 4cido araqui-
donico, asi como otros 4cidos grasos
insaturados, ha mostrado realizar fun-
ciones importantes como mensajero se-
cundario (1, 3). La fosfolipasa A, citosé-
lica (cPLA,) hidroliza el enlace SN2-acil
éster de los fosfolipidos, y muestra una
preferencia por los sustratos que contie-
nen 4cido araquidénico.

Se ha reportado que la serina 228 es
esencial para la actividad enzimatica y
funciona como un nucledfilo en el centro
catalitico de la enzima (2, 4). La cPLA,
contiene un motivo catalitico acido as-
partico, comun para la familia de subtili-
sina serinas proteasas. La sustitucion de
alanina por acido aspartico 549 inactiva
completamente la enzima, y sustitucio-
nes con acido glutamico o asparragina
reduce la actividad 2.000 y 300 veces,
respectivamente. Se encontrd también
que al sustituir arginina 200 por alanina
o histidina, la enzima se inactiva. Dichos
resultados estan soportados experimen-
talmente por dicroismo circular, el cual
ha provisto evidencia de que la Asp-549
y la Arg-200 son esenciales para la fun-
cion enzimaética (5).
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La clasificacion de las fosfolipasas
esta determinada por el sitio de accion de
cada una, su distribucién, su modo de ac-
ciony su hidrofobicidad. Las fosfolipasas
A son acil-hidrolasas y se clasifican de
acuerdo con su sitio de accion hidrolitica;
por ejemplo, la fosfolipasa A, hidroliza
solo 1-aciléster, mientras que la PLA, hi-
droliza solo la 2-aciléster (6). La hidroli-
sis catalizada por la PLA, es exergdnica y
unidireccional, liberando el araquidonato
de los fosfolipidos (6). Otras fosfolipasas
hidrolizan ambos grupos y se denominan
fosfolipasa B; por tanto, se consideran
fosfolipasas de gran actividad. Las fosfo-
lipasas C catalizan la rotura del enlace gli-
cerol-fosfato; mientras que la fosfolipasa
D puede remover grupos polares basicos.
Las fosfolipasas C y D son fosfodieste-
rasas (6).

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la secuencia

Usando la base de datos UniProtKB se
obtuvo la estructura primaria de la cPLA,
presente en los islotes pancreaticos de la
Rattus norvegicus (grupo IVA), la cual
posee 752 aminoacidos con un peso mole-
cular de 85 kDa, cuyo cédigo de acceso es
P50393. Se utiliz6 el algoritmo de bus-
queda BLAST (herramienta de alinea-
miento basico local) para analizar nuestra
secuencia de interés y buscar secuencias
de proteinas potencialmente similares a la
nuestra, ya que este programa puede
usarse gratuitamente desde el servidor del
Centro Nacional para la Informacién Bio-
tecnolégica (NCBI). Posteriormente a
este alineamiento se analizaron los domi-
nios de la cPLA, a través del servidor
Pfam (7).
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El método empleado para la predic-
cion de la estructura secundaria fue:
JPRED (10), y se compararon con los re-
sultados de los métodos -SSPRO (9) y
HNN (8). Estos métodos clasifican cada
aminoacido segtin tres posibles estados de
estructura secundaria: alfa-hélice, hoja-
beta u otro. A la prediccién de cada resi-
duo se le asigna un indice de fiabilidad,
que varfa entre 0y 9, y que se correlacio-
na con la exactitud de la prediccién. Este
indice permite identificar las regiones de
la proteina que se han predicho con ma-
yor exactitud (11). Se realiz6 un alinea-
miento de las secuencias de la cPLA, uti-
lizando el programa Clustal-W y la base
de datos PDB, para encontrar moldes
adecuados para la proteina en estudio.

Construccion de los modelos

Para motivos de comparacion, a partir de
la secuencia de la cPLA, (P50393) se
construyeron modelos tedricos usando los
servidores Swiss model (12), CPH models
(13), 3D-Jigsaw (14), Modweb (15).

Los modelos fueron evaluados en tér-
minos estereoquimicas por el programa
Whatcheck empleando la interfaz Web
del servidor Whatif y por el programa
Procheck (16, 17). Ademas, fueron con-
sideradas las restricciones de los angulos
dihedros psi y phi proporcionados por el
diagrama de Ramachadram, a través del
servidor imoltalk (18). De igual forma,
fue revisada por potenciales energéticos
utilizando el programa Prosa 2003, el
servidor ProQ que emplea redes neurona-
les para evaluar la calidad del modelo, ba-
sado en contactos intraatdmicos y propie-
dades fisicoquimicas y por ultimo el
servidor 3D Evaluation (19, 20).



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 39, nro. 2 DE 2010

Caracterizacion estructural
de los modelos

La caracterizacion de la estructura se rea-
lizo a través del programa Promotif (21)
que ejecuta una implementacion local del
algoritmo DSSP (Diccionario estandar de
estructuras secundarias) (22). Asimismo,
se analiza la superficie y el sitio activo,
calculando la accesibilidad de cada unos
de los residuos que la componen a partir
del programa Mol mol (23).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los célculos obtenidos
por BLAST muestran que existe una se-
cuencia de proteinas que tienen un alto
grado de similitud a la secuencia de ami-
noacidos de la proteina en estudio, lo que
sugiere que esta secuencia pueden ser
usada como plantilla, ya que se encontrd
que posee estructura tridimensional re-
suelta en el PDB (Protein Data Bank) y su
codigo es 1BCI. Por otro lado, utilizando
la opcion busqueda de secuencia disponi-
ble en el PDB, se encontraron varias se-
cuencias homdlogas a nuestra secuencia
problema; un alineamiento secuencial
con la proteina blanco fue ejecutado y se
encontraron secuencias homoélogas con
estructura tridimensional resuelta. La se-
cuencia de aminoacidos de cPLA, pre-
sent6 un porcentaje de identidad superior
al 90% con los mejores moldes encontra-
dos. Con el molde 1CJY se hall6 una se-
mejanza en la secuencia del 94% sobre
708 AA; con el molde 1IRLW se encontré
una semejanza del 98 % sobre 135 AA, y
el molde 1BCI mostr6 una semejanza en
la secuencia del 97% sobre 120 AA. Un
alineamiento en pareja (pairwise align-
ment) se realiz6 entre nuestra secuencia y
el molde 1CJY, ya que esta posee un

nimero de aminoicidos muy parecido al
de nuestra secuencia (Figura 1).

El anilisis de las similitudes y diferen-
cias en aminoacidos individuales busca
inferir relaciones estructurales, funciona-
les y evolutivas entre las secuencias en es-
tudio. Por tal motivo se puede decir que
existen pocas diferencias entre la fosfoli-
pasa 2 humana (1cjy) y la de rata, mos-
trando una semejanza en la secuencia del
94% vy una identidad en la secuencia del
97 % . La similitud entre dos secuencies es
una variable continua que mide el nivel de
coincidencia. La homologia se reserva
como una variable dicotdmica, la cual in-
dica si dos secuencias son homdlogas o
no, dependiendo del grado de similitud y
la significancia estadistica del alinea-
miento. Esto deja claro que la fosfolipasa
2 humana (1CJY) es el molde adecuado
para realizar el modelado por homologia
basado en la alta similitud presente entre
estas proteinas.

Prediccion de la estructura
secundaria

La prediccién de la estructura secundaria
se hizo mediante el uso del servidor
JPRED, donde se muestra que la proteina
presenta una mayor proporcion de loops,
lo cual implica una estructura secundaria
poco definida (Tabla 1). JPRED posee va-
rios algoritmos, como Jnet que realiza una
prediccién de la estructura mas exacta.

Los dominios se obtuvieron con la ayu-
da del programa Pfam, donde se encuentra
que la cPLA, blanco P50393 posee dos do-
minios: uno del tipo C2, el cual se une al
calcio, cuya regién abarca los amino4ci-
dos que estan entre el aminoacido 20 hasta
el 106, y un dominio catalitico que com-
prende los aminoacidos entre el 190y 675,
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Figura 1. Alineamiento en pareja entre la secuencia de cPLA2 y la secuencia 1CJY, utilizando BLAST. El ali-
neamiento mostrd una semejanza en la secuencia del 94 % y una identidad en la secuencia del 97 %. Las colum-
nas en negro y en gris indican las variaciones presentes en el alineamiento.
Tabla 1. Composicion de los residuos de AA de la proteina estudiada.
Tipo de estructura Hélices Hojas beta Loops
secundaria
% en proteina 34,57 16,76 48,67
186
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Figura 2. Resultado del consenso de estructura secundaria de cPLA2 obtenida con 3 métodos, las “H” en Gris

representan alfa hélices, las “E” en negro representan hojas beta y las

del cual se encontré que se conserva el mo-
tivo lipasa GLSGS (Figura 3).

Se obtuvo el modelo de la cPLA, usando
el servidor de Swiss model empleando los
moldes mencionados, y se hall6 un porcen-
taje minimo de identidad de 93,42%, co-
rrespondiente al molde 1CJYA, con un méa-
ximo de identidad de 97,6%, corres-
pondiente al molde 1BCI; ademas, los valo-
res de P(N) fueron cercanos a cero, lo cual
confirma la semejanza de los modelos con
el molde. El modelo obtenido se visualizd
usando el programa Deep View, el cual
muestra una pequefia proporcion de hélices
alfa y hojas beta y una alta proporcion de
estructuras aleatorias.

También se emplearon los programas
3D-Jigsaw, Modeller y CPH model para
obtener el modelo 3D. Este tltimo mostrd
valores de semejanza cercanos al 85%, y

“

-” representan oops.

ademés fue visualizado utilizando un li-
mite de confiabilidad de 0,05, mientras
los programas 3D-Jigsaw y Modeller
mostraron buenos resultados con porcen-
tajes de identidad de 95,7% y 96%, res-
pectivamente (Figura 4). Las principales
propiedades de los modelos obtenidos
fueron evaluadas y consideran los facto-
res predominantes para la calidad del mo-
delo (Tabla 2).

Evaluacion de los modelos

Se calculd el RMSD, superponiendo el mol-
de 1CJYA con la secuencia de aminoécidos
cPLA, P50393 modelada por los diferentes
servidores de modelado por homologia em-
pleando el programa Swiss pdb Viewer
(Deep View), haciendo uso de la opcién
Magic Fit e Interactive Magic Fit del pro-
grama, donde se ajustaron los carbonos alfa
de los modelos AAAa0O5Zac.pdb, mo-

C220-106 PLA2 B 190-675: Dominio catalitico lisofosfolipasa

752 residuos

Figura 3. Dominios de la cPLA, generados por Pfam.
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Tabla 2. Descripcion de los diferentes modelos.

Servidores No. de
de modelado Codigo (ID) Energia No. de No. de No. hojas No.
por (KJ /mol) moldes enlace de en el de
homologia de H Turns  modelo hélices o
Moldes 1cjyA,B 1.000 - 25 29
Swiss model AAAaO5Zac.pdb 903,5 4 480 73 30 24
CPH Model Model.pdb 883,0 8 511 85 23 27
3D-Jigsaw P50393.pdb 973,3 1 475 73 21 28
Modeller Modweb.pdb 1.050,5 1 23 26

del.pdb, P50393.pdb y Modweb.pdb con el
molde 1CJYA de estructura conocida por
cristalografia de rayos X de resolucion 2,5
A. De este modo, para modelos que presen-
ten un porcentaje de identidad mayor al
90%, se esperaria que el RMSD calculado
de los modelos con respecto al molde
1CJYA sea de 0,5 A. Sobre la base de este
hecho se espera que los modelos que presen-
ten un RMSD inferior al valor mencionado
con anterioridad sean estructuralmente con-

fiables, como es el caso para los modelos
AAAa05Zac.pdb y P50393.pdb (Tabla 3).

También se utiliz6 el servidor Whatcheck
para evaluar la calidad de los modelos. En
este servidor se considera el valor de Z-value,
el cual indica la normalidad de un resultado;
este puede ser expresado como un Z-value o
Z-score. Este es solo el nimero de desviacio-
nes estandar que el resultado se desvia del va-
lor esperado. Una propiedad de Z-values es

Modelo generado por Swiss model

Modelo generado por 3D-JIGSAW

Modelo generado por CPH models

Modelo generado por Modeller

Figura 4. Modelos obtenidos mediante el uso de diferentes servidores. En cada caso se muestra la cadena prin-

cipal y las cadenas laterales. Hojas beta (gris), hélices alfa negro y loops (gris).
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Tabla 3. Calculo de RMSD empleando Deep
View, superponiendo los C-alfa de los mode-
los con los diferentes moldes.

RMSD (A) 1CJYA
AAAaO5zac.pdb 0,33
CPHmodel.pdb 0,72
P50393.PDB (3D-Jigsaw) 0,25
modwed.pdb (Modeller) 1,47

que la desviacion cuadratica media relativa de
un grupo de Z-values (el RMS Z-value) espe-
rado es de 1,0. Z-values mayor a 4,0, y me-
nor que -4,0 es muy poco comin.

Otro tipo de imprecision lo constituyen
las desviaciones de los valores estereoqui-
micos ideales para las longitudes y los an-
gulos de enlaces, de acuerdo con los resul-
tados reportados por Whatcheck para los
diferentes modelos (Tabla 4), y el valor es-

perado para Z-score. El modelo AAAaQ5-
Zac.pdb presenta una mejor precision con
respecto a los otros modelos, aunque para
evaluar la calidad de los modelos es necesa-
rio ver otros parametros que sean comple-
mentarios, para asi determinar si un mode-
lo es Titil o simplemente no lo es. Gracias a
que existen herramientas computacionales
automaticas via Internet para evaluar la ca-
lidad de un modelo, como por ejemplo
3D-Evaluation, el cual hace uso de tres pro-
gramas de evaluacion de estructura basado
en potenciales: Eval23D, Verify3D y
EvTree, los resultados arrojados por dichos
programas muestra cudl de los distintos
modelos obtenidos por los diferentes servi-
dores de modelado por homologia son los
adecuados (Tabla 5).

La evaluacion de los modelos con Prosa
II muestra que la curva del modelo

Tabla 4. Reporte Whatcheck de los diferentes modelos de la cPLA2 P50393 blanco.

Codigo Modelo 1cjy. Mod AAAal5 Model. P50393.
pdb web Zac.pdb pdb pdb
Calidad de empaquetamiento -1,102 -1,603 -1,199 -1,127 -1,157
de la. generacion
Calidad de empaquetamiento -2,479 -3,683 -2,585 -2,686 -3,353
de 2a. generacién (Pobre)
Apariencia del diagrama de -1,948 -0,829 2,719 -5,976 -0,361
Ramachandran
Normalidad de rotamero -0,994 -1,271 1,897 -1,303 -0,331
chi-1/chi-2
Conformacion de la cadena -0,627 -1,209 -0,883 -2,947 -2,138
principal

Longitud de enlace 0,320 0,906 1,231 0,514 1,814
(Ajustado) (Suelto)

Angulo de enlace 0,641 1,318 1,108 0,983 1,524

Restriccion del Angulo 0,227 0,726 0,748 1,205 1,488
Omega (Suelto)

Planaridad de la cadena 0,200 0,403 2,805 2,929 2,708
lateral (Suelto) (Suelto) (Suelto)
Distribucién dihedral 0,436 1,250 1,548 2,424 2,250
impropio (Suelto) (Suelto) (Suelto)

Distribucion Inside/ Outside 1,010 1,063 1,034 1,044 1,079
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Tabla 5. Evaluacién de los modelos por Eval23D, Verify3D y EvTree.

Servidor Codigo Eval23D Verify3D EvTree
Molde 1CJYA.PDB 0,133 0,314 0,222
Swiss model AAAa05Zac.pdb 0,118 0,271 0,161
CPH model CPHmodel.pdb 0,117 0,277 0,140
3D-Jigsaw P50393.pdb 0,087 0,271 0,140
ModWeb Modwed.pdb 0,117 0,262 -0,354

AAAa05Zac.pdb se ajusta mas a la curva
del molde 1CJYA, con respecto a las otras
curvas de los otros modelos model.pdb y
P50393.pdb. Al analizar la estructura crista-
lina de la 1CJY, se encontrd que posee re-
giones sin estructura como lo son las regio-
nes que abarcan los aminodcidos 1A405-
S415, N432-N460 y 1498-D539; ademas,
los modelos arrojados por los diferentes ser-
vidores de modelado por homologia les asig-
nan estructuras a dichas regiones, y este he-
cho implica que la regién que va desde el
aminoacido 400 hasta el 575 aproximada-
mente de los modelos con respecto al molde
difiera de manera notable (Figura 5).

La evaluacion de los modelos con Pro-
check determina la calidad estereoquimi-

ca de la estructura de una proteina dada
(24). Los valores mayores de 90% para
las regiones favorecidas en el diagrama
de Ramachandran indican que el parame-
tro estereoquimico Phi - Psi es ideal para
el modelo propuesto (25). Los valores de
las regiones favorecidas (nicleo y permi-
tida) para los cuatro modelos (Tabla 6)
son mayores a 90%, lo cual pone de
manifiesto la calidad de los modelos.

Analisis del mecanismo catalitico

Estudios recientes proponen un mecanis-
mo catalitico de la cPLA, de 85 kDa. La
1CJYA, que implica el retiro de una capa
cerca al sitio activo por la repulsion elec-
trostatica no especifica, del movimiento

Figura 5. Evaluacion de los modelos AAAaO5Zac.pdb, model.pdb, 3DJigsaw y el molde 1cjyA empleando

Prosa II.
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del interdominio inducido por el despla-
zamiento de PtdIns (4,5)P2 y la penetra-
cion parcial de la membrana por los resi-
duos hidrofébicos del dominio catalitico
(26), por lo que la cPLA, blanco modela-
da se espera que posea un mecanismo si-
milar debido a su alta homologia en cuan-
to a secuencia y estructura molecular.

Estudios previos demostraron que la
enzima de 85 kDa cPLA, posee una triada
catalitica situada en una hendidura pro-
funda en el centro de un embudo predo-
minante hidrofébico que rompe selectiva-
mente el araquidonil de los fosfolipidos,
la serina 228, el 4cido aspartico 549 y la
arginina 200 (27) (Figura 7). Se determi-
nd que dichos residuos de aminoécidos se
encuentran en el interior o nicleo de la es-
tructura de la proteina (Figura 6). Al ha-
cer un analisis de superficie ASA (accesi-
bilidad del 4rea superficial) empleando el
programa Mol- Mol, los resultados mues-
tran que los residuos de aminoacidos que
presentan una accesibilidad igual o mayor

a30% se encuentran en la superficie de la
estructura, y los restantes en el niicleo de
la proteina (28). La estructura revela una
tapa flexible (Figura 8) que debe moverse
para permitir el acceso del sustrato al sitio
activo, explicando asi la activacion inter-
facial de esta importante lipasa. La
cPLA, de 85 kDa media el lanzamiento
agonista-inducido del acido araquidénico
en muchos modelos de la célula, inclu-
yendo macr6fagos peritoneales del raton.
La cPLA, es regulada por un aumento de
calcio intracelular, el cual se enlaza a un
amino-terminal del dominio C2 e induce
su desplazamiento sobre la membrana nu-
clear y el reticulo endoplasmatico. La
fosforilacion de la cPLA, en S505 por la
proteina  kinasa  mitogen-activados
(MAPK) también contribuye a la activa-
cion. Para que la cPLA, pueda cumplir su
funcidn catalitica, debe cambiar su con-
formacién estructural de tal modo que los
residuos que hacen parte del centro catali-
tico queden expuestos, para asi estar lo
més proximo al sustrato y poder interac-

Tabla 6. Porcentajes de los residuos entre las distintas regiones para los diferentes modelos
(AAAa05Zac.pdb), (Mdel.pdb), (P50393.pdb), (Modweb.pdb).

AAAa05 Model.pdb P50393.pdb  Modweb.pdb
Zac.pdb
Residuos en nicleo y 98,0% 96,6 % 98,0% 98,4 %

permitida

Residuos en nicleo 87,1% (542)

79,4% (497)

85,6% (524)  88,2% (548)

Residuos en la region 10,9% (68) 17,3% (108) 12,4% (76) 10,1% (63)
permitida
Residuos en la region 1,0% (6) 2,4% (15) 1,3% (8) 0,8% (5)
generosa
Residuos en la region no 1,0 (6) 1,0 (6) 0,7 4) 0,8% (5)
permitida
No. de Gly 37 37 36 37
No. de Pro 44 44 43 44
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Figura 6. Analisis superficial del modelo AAAa05Zac.pdb empleando el programa Mol-Mol, en donde: a) se
muestran los aminoacidos S-228 y R-200 del dominio catalitico; estan en el interior de la proteina; b) los ami-
noécidos F-35, M38, L39, Y96, V97 y M98 del dominio C2 poseen gran afinidad por la membrana.

cionar con el fosfolipido de la membrana
y liberar el acido araquidénico.

Se encontr6 teéricamente que los resi-
duos que conforman la triada catalitica
(R-193, S-221 y D-542) se encuentran en
el interior (nicleo) de la estructura de la
proteina. Ademés se observa que esta re-
gidn estd ubicada en el interior de la pro-
teina modelada (Figura 6a).

Reportes anteriores muestran que los
residuos hidrofébicos (F-35, M-38 y
L-39) estan expuestos en la cara de un
segmento helicoidal y los residuos (Y-96,
V-97 y M98) estan expuestos en los 4pi-
ces de un loop. Estos residuos del domi-
nio C2 pueden contribuir significativa-
mente a enlazarse con la membrana.
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Dichos residuos estin en la superficie de
la proteina (Figura 6b).

La informacién obtenida a partir de los
resultados de BLAST permite explicar
que los modelos construidos seran esta-
disticamente confiables, dado que se con-
sidera que las técnicas de modelado por
homologia son aplicables cuando la pro-
teina problema es similar a una de estruc-
tura tridimensional conocida, y su identi-
dad a nivel de secuencia entre ambas
proteinas sea mayor de 30%. Esto tltimo
permite afirmar que las plantillas utiliza-
das son idoneas para construir un modelo
3D. Ademas de estadisticamente confia-
ble, es un modelo estructuralmente ade-
cuado para servir de receptor al realizar
estudios de acoplamiento molecular.
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Figura 7. Visualizacion de la triada catalitica “sitio activo” de la cPLA2 modelada P50393 y la de la estructu-

ra cristalina 1CJYA.

La prediccion de estructura secundaria
hecha para cPLA, utilizando los métodos
HNN, SSPRO y JPRED indican que
cPLA, es una proteina con una estructura
secundaria formada principalmente por
una conformacién de alfa-hélices, con
una pequefia proporcién de hoja-beta y
una cantidad muy considerable de estruc-
tura no regular. Esta estructura se obtuvo
haciendo un consenso entre los tres tipos
de métodos utilizados para hacer dicha
prediccion (Figura 2).

El anilisis de dominios de cPLA,
mostré que en el dominio C2, el cual se
une al calcio, cuya region abarca los ami-
noacidos que estan entre el aminoacido 20
y el 106, la cPLA, es activada por niveles
bajos de calcio, pero el calcio no esta in-

volucrado en la catilisis, sino que es re-
querido para enlazarse con la membrana,
en donde los aminoacidos de unién con el
calcio son: D-40, T41, D43, N65, D93,
A94, N95 (29). En el otro dominio, un
dominio catalitico que comprende los
aminoacidos entre el 190 y el 675, del
cual se encontrd que se conserva el moti-
vo lipasa GLSGS, revela que la serina
228 es un centro catalitico, y el mecanis-
mo catalitico de la cPLA, es similar a
otras lipasas que contienen esta triada ca-
talitica (30).

En general, la evaluacion hecha por los
diferentes servidores de evaluacién de mo-
delos como Whacheck, Procheck y
3D-Evaluation, permiten inferir que di-
chos modelos son aptos y utiles para com-
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Figura 8. Los residuos de la triada (negro), capa de residuos ani6nica (gris).

prender a fondo su funcién catalitica. Si se
observa la aplicabilidad de los modelos ob-
tenidos y los altos grados de identidad (ma-
yor del 90 %), de las secuencias de los mol-
des y la proteina en blanco, se pueden
encontrar inhibidores artificiales que inte-
raccionen con la proteina modelada.

Se observa, igualmente, que existen
diferencias entre los resultados obteni-
dos por cada servidor de evaluacion de
los modelos construidos por los diferen-
tes servidores de modelado por homolo-
gia. Estas diferencias conducen a esco-
ger con qué servidor de modelado
trabajar para obtener buenos modelos
de proteinas. Por tltimo, la calidad de
los modelos comparativos de proteinas
sOlo puede evaluarse a posteriori, por-
que, a diferencia de las técnicas experi-
mentales, normalmente no intervienen
en su construccion datos obtenidos en el
laboratorio que sirvan de control.
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CONCLUSIONES

Los servidores de modelado por homo-
logia, como: Swiss model, 3D Jigsaw,
CPH model y Modeller, entre otros, re-
sultan ser herramientas computaciona-
les idoneas para el disefio estructural de
proteinas, siempre que en las bases de
datos de proteinas exista una plantilla o
molde con un porcentaje de identidad
muy alto y que abarque toda la longitud
de la proteina.

Swiss model aventaja a los otros servi-
dores gracias a que puede construir mode-
los de forma automatica. Ademas, es de
muy facil manejo: solo se necesita que el
investigador envie la secuencia, y en po-
cos minutos le devuelve un modelo de la
proteina. Pese a esta automatizacion, aun-
que puede ser util para generar ideas, se
recomienda hacer ciertos ajustes al mode-
lo antes de proseguir a trabajar con él.
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Los servidores de evaluacion de pro-
teinas, como: Procheck, Whatcheck,
3D-Evaluation, ProsaII, resultan idéneos
para evaluar la calidad de los modelos ob-
tenidos para la cPLA, estudiada.

Los modelos 3D obtenidos de la
cPLA, estudiada pueden ser utiles en el
disefio racional de experimentos de muta-
génesis dirigida, para elucidar y com-
prender cudl puede ser el mecanismo de
funcionamiento de dicha enzima o para el
disefio de farmacos que se unan a ella, asi
como también para hacer estudios de inte-
raccién ligando-proteina, proteina-pro-
teina, y por ultimo realizar la caracteriza-
cion estructural del modelo.
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