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Introduccion

Las proteinas codificadas ribosomalmente estan compuestas principalmente de 20
aminoacidos naturales. Con este pequefio numero de piezas, las proteinas son capaces de
alcanzar una diversidad sorprendente de estructuras, propiedades y funciones. Casi todos
los aminoacidos presentes en proteinas son L estereoisomeros con excepcién de la glicina
que es aquiral. La forma como estan organizados los aminoacidos en las proteinas se ha
dividido en cuatro niveles estructurales’. A la secuencia de los diferentes aminoacidos de
una proteina se denomina estructura primaria. Las estructuras generadas por la interaccion
entre los grupos N-H y C=0 de la cadena principal estructura definen la estructura
secundaria. Entre los principales tipos de estructura secundarias presentes en proteinas se
encuentran las hojas B, los giros B y las hélices a. En las hojas B el patrén de enlaces de
hidrégeno involucra segmentos extendidos de cadena peptidicas. Los giros B, usualmente
s6lo se ven envueltos 3 o 4 residuos y consisten en un giro formado por la interaccion entre
residuos separados una o dos posiciones. En las hélices a los residuos se organizan de
manera helicoidal por la interaccion consecutiva por enlace de hidrégeno entre el grupo —NH
de cada residuo i con el grupo C=0 de cada residuo j+4. La organizacién espacial de los
elementos de estructura secundaria de la cadena polipeptidicas da lugar a la estructura
terciaria de la proteina. La estructura cuaternaria se refiere a la organizacion de varias
cadenas polipeptidicas en un tnico complejo (Figura 1).

El disefio de proteinas se ha enfocado en obtener complejos pequerios y bien plegados, con
el objeto de entender los mecanismos que producen la estabilidad de las proteinas.
Posteriormente, este objetivo se ha ampliado hasta también conferir a las proteinas de
disefio propiedades y actividades especificas®. Los métodos de sintesis quimica de péptidos
y la expresion de proteinas recombinantes han permitido manipular las secuencias
peptidicas para obtener nuevas proteinas tanto de novo®, como nuevas modificaciones de
las proteinas naturales®.

El disefio racional de proteinas se basa en el conocimiento detallado de la estructura y
funciéon de las proteinas para proponer nuevas variantes; no obstante, es necesario el
conocimiento previo de la estructura tridimensional de la proteina para asi manipular la
secuencia y obtener mejores propiedades o mejor estabilidad. Por ejemplo, la estabilidad
térmica de la lisozima T4 aumenta 23°C con respecto a la estructura natural por la
introduccién de tres enlaces disulfuro®. Con la aplicacién de métodos de evolucion dirigida
se ha podido ampliar el espectro de posibles estructuras y propiedades. Con esta técnica se
genera una quimioteca de genes que poseen mutaciones al azar de la proteina de interés,
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que tras la seleccién de los individuos con las propiedades deseadas permite amplificar las
que son de mayor interés®. Recientemente, por medio de esta metodologia se ha descrito el
uso de esta técnica para seleccionar y aislar enzimas capaces de catalizar la unién de dos
moléculas de ARN’.

Figura 1. La organizacidon estructural de una proteina viene definida por cuatro niveles
estructurales: estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura

cuaternaria.
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Por otro lado, el disefio de novo® se basa en la construccion de proteinas de estructura
tridimensional bien definida con secuencias no relacionadas con las de las proteinas
naturales. Este término también incluye el disefio de secuencias que podrian adoptar un
plegamiento determinado sin conocimiento previo de los detalles atdmicos de la proteina. La
ubicacién de residuos hidrofébicos en la secuencia es suficiente para promover un tipo
determinado de plegamiento, patrones determinados que involucran residuos polares e
hidrofobicos, puede llegar a ser suficiente para disefar quimiotecas de proteinas y obtener
nuevas proteinas con estructura globular o fibrilar bien definidas®. El disefio de novo también
se ocupa de la construccion de proteinas simplificadas, compuestas s6lo de un pequefo
conjunto de aminoacidos. Por ejemplo, la sustitucién de gran parte de los aminoacidos del
dominio SH3, el cual es una pequefia proteina con estructura de hoja B, por sélo
aminoacidos como isoleucina, lisina, acido glutamico, alanina y glicina, condujo a la
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obtencion de analogos de la proteina con una secuencia simplificada que sélo conservaba
los residuos del ntcleo hidrofébico™.

A medida que ha aumentado el conocimiento de los mecanismos por los cuales las
proteinas se organizan estructuralmente, la introduccion de algoritmos computacionales en
el disefio molecular se han ido convirtiendo en un instrumento extremadamente util en el
disefio de proteinas estables o con nuevas funciones''. Inicialmente, el disefio totalmente
automatico de una proteina de 28 residuos, con estructura similar al motivo de dedo de
zinc'®. El posterior disefio de haces de hélices estables, para formar controladamente
dimeros, trimeros o tetrameros a partir de una secuencia de 33 residuos disefiada de novo™,
Y mas recientemente, el reporte del disefio de novo de un proteina de 93 residuos cuya
estructura fue disefiada partiendo una topologia definida a/f que no ha sido reportada para
proteinas naturales.

En la naturaleza las proteinas tienen un gran espectro de funciones muchas veces
relacionada con la forma en que interacciona con otros elementos. Uno de los desafios del
disefio de nuevas proteinas es la introduccion de pequefias moléculas o cofactores dentro
de su estructura'. La actividad de muchas enzimas esta relacionada con la presencia en
sus estructuras de moléculas pequefas, organicas o inorganicas. A este respecto, se han
disefiado proteinas de novo capaces de unir metales'® o algunas moléculas organicas como
flavinas' o grupos hemo'®.

Otro campo del disefio de proteinas que abre un nuevo panorama de estructuras,
propiedades y actividades es la incorporacion de residuos no comunes en sitios especificos
de la cadena polipeptidica. Aunque algunos péptidos naturales incorporan en su secuencia
residuos diferentes a los 20 aminoacidos comunes™, por procesos no ribosomales, estos
s6lo se encuentran en péptidos pequefios y en posiciones puntuales. Entre estas
modificaciones no ribosomales estdn la incorporacion de aminoacidos D, acidos
carboxilicos, residuos N-metilados, asi como la adicion de anillos heterociclicos o acidos
grasos®.

Recientemente, también se ha logrado incorporar amino acidos no naturales dentro de
proteinas producidas por organismos como Escherichia coli, levaduras y células eucariotas
2123 Hasta ahora, alrededor de 30 aminoacidos no naturales se han podido introducir en
proteinas producidas in vivo. No obstante, las modificaciones que se pueden realizar sélo se
pueden realizar en posiciones puntuales de. La incorporacién de aminoacidos D en el disefio
de proteinas también se ha explorado principalmente cuando afecta posiciones puntuales.
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Las modificaciones por aminoacidos D se han realizado usando métodos que involucran

sintesis quimica®*%°

0 métodos de ligaciéon quimica nativa que hacen uso de sintesis quimica
y expresion de proteinas®®?. La incorporacién de aminoacidos D en forma consecutiva en la
cadena polipeptidica parcial o totalmente se ha explorado en el disefio de péptidos y sélo en
algunas proteinas. Estas modificaciones se han realizado mediante sintesis quimica en el
caso de péptidos?® y la sintesis total del enantiémero todo-D de la proteasa de VIH-1°°.

El estudio de las modificaciones realizadas, tanto en proteinas naturales como en el disefio
de novo, esta motivado por la necesidad de entender como se organizan las proteinas en
estructuras, que les confieren las propiedades y actividades diversas que presentan en los
seres vivos. La introduccién dentro de la cadenas polipeptidica de otros elementos
estructurales diferentes a los aminoacidos comunes hace posible ampliar el espacio
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conformacional asequible de las proteinas” ™, y de esta forma llegar a obtener nuevas

estructuras y propiedades.

Objetivos

A lo largo de los tres capitulos de esta tesis se mostrara el desarrollo de diferentes
estrategias de disefio aplicadas a la modificaciéon de proteinas o péptidos de origen natural.
Desde el punto de vista del diseno racional de analogos no naturales que introducen D
aminoacidos hasta la modificacion de dominios naturales a partir una aproximacion de
quimica combinatoria. Los objetivos de este trabajo que seran desarrollados en los tres
capitulos siguientes:

1. Evaluacion de la influencia del cambio de la quiralidad, tanto total como parcialmente, en
la actividad y propiedades estructurales del péptido C34, inhibidor de la fusién derivado de
gp41 de VIH-1. En primer lugar, se plantea evaluar las consecuencias sobre la actividad del
cambio total de la quiralidad de los residuos de C34, tanto en el enatibmero como en el
isbmero con la secuencia invertida con aminoacidos D (retro-enatibmero). Y en segundo
lugar, se busca establecer una estrategia para el disefio de péptidos heteroquirales
derivados de C34, que conserven la capacidad de formar complejos con el fragmento N36
de gp41 vy, por consiguiente, la propiedad de inhibir la fusion viral.

2. Disefiar una quimioteca de péptidos todo-D para identificar péptidos capaces de formar
complejos heteroquirales no covalentes con una secuencia natural, en este caso se utilizo
como modelo el fragmento correspondiente al fragmento N-terminal del domino B de la
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proteina A de s. aureus.

3. Analizar los efectos, sobre la estructura y la actividad, de mutaciones puntuales en la
region de la hélice C-terminal (H3) del haz de tres hélices presente en el dominio de B de la
proteina A de S. aureus. Las mutaciones Ser44Phe Leu47Lys y Ser44Phe Leud7Val se
realizaron de acuerdo con lo encontrado previamente tras el analisis de la interaccién entre
el péptido correspondiente a las dos primeras hélices del dominio natural (H) y péptidos de
una quimioteca de analogos de Hz**. El efecto de estas modificaciones se analizé desde dos
aproximaciones diferentes. Por un lado, la sintesis y caracterizacién de los dominios
analogos en forma covalente; y por otro, el estudio de los complejos no covalentes formados
entre los fragmentos Hq., y H3 0 analogos.
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