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Los accidentes por mordeduras de serpientes venenosas producen mas de 50 mil muertes al
aflo, particularmente en los tropicos donde se han convertido en un problema de salud publica.
Estos accidentes producen, entre otros sintomas, hemorragias (SVMPs), mionecrosis (PLAs) y
dolor, y las seroterapias convencionales son solo parcialmente efectivas y pueden producir efec-
tos inmunes adversos. Por todo esto, recientemente se estan investigando proteinas antiveneno
naturales de mamiferos [DM43 (antihemorragina) y DM64 (antimiotdxica) de la zarigiieya] que
han demostrado ser més efectivas. Adicionalmente las SVMPs y PLAs venosas tienen sus contra-
partes endogenas normales no venenosas (MMPs y PLAs), y cuando el balance entre estas tltimas
y sus inhibidores se rompe, se producen patologias como: artritis, arterioesclerosis, asma, diabe-
tes, choques sépticos, neoplasias, inflamaciones, psoriasis, reumatismo, etc. Por todo esto se hizo
una aproximacion in silico y por homologia a la estructura 3D de DM64, con el sistema Swiss
Model-Deep View. Ademas de obtener un modelo similar al previamente logrado por otro grupo
para DM43, este proceso permitié estandarizar esta técnica de modelamiento de proteinas como
una herramienta muy util en nuestro medio por su eficiencia y bajo costo (SM-DV se puede
utilizar gratuitamente).
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feros (PLIs, anti-SVMP, DM64, DM43), Swiss Model-Deep View, veneno de serpientes (PLAs,
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Abstract

Venomous snake byte accidents produce more than 50 thousand deaths each year, particularly
in the tropics where these accidents have become a public health problem. Ophidic accidents
produce, amongst other symptoms, hemorrhages (SVMPs), myonecrosis (PLAs) and pain, and
conventional serotherapies are only partially effective and can produce immune adverse effects.
Hence natural antivenom proteins from mammals are being investigated [DM43 (antihemorrhagin)
and DM64 (antimyotoxic) from opossum serum (Maruspialia: Didelphis)] which have
demonstrated to be more effective. Additionally, venomous PLAs and SVMPs have their normal
non-venomous endogenous counterparts (MMPs and PLAs), and when the balance between the
latter and their inhibitors is broken, the following pathologies can occur: arthritis, arteriosclerosis,
asthma, diabetes, septic shocks, neoplasias, inflammations, psoriasis, etc. It’s because of all these
reasons, that an approximation to the 3D structure of DM64 was made here, with in silico
homology methods, using the Swiss Model-Deep View system. Besides obtaining a similar model
to that previously published by another group for DM43, the work presented here allowed the
standardization of the SM-DV modeling technique as a very useful tool in our countries, given its
efficency and low costs (SM-DV is freely available).

Key words: Mammal antivenom proteins (PLIs, anti-SVMP, DM64, DM43), Didelphis,
structural homology model, Swiss Model-Deep View, veneno de serpientes (PLAs, SVMPs),

Viperidae.

Abreviaciones

(En su Mayoria Provenientes del Inglés): 3D (tridimen-
sional), o1 BG (0l B-Glico Proteina), aa (Aminoacido), ADN
(Acido Des-oxi-ribo-Nucleico), BB (Backbone: Esqueleto
Proteico), CL (Cadena Lateral Aminoacidica), D (Domnio),
DM [grupo de proteinas antiveneno de serpientes extraidas
de mamiferos, cuyos miembros tipicos son aquellas extrai-
das de la Zarigiieya (Mammalia: Marsupialia: Didelphidae:
Didelphis marsupialis): DM40, 43, 64], EHA (Enlace de
Hidrégeno Apropiado), EM (Energy Minimization: Minimiza-
cién de la energia de un modelo), EMBL (European Molecular
Biology Laboratory: http://www.embl.org/), FSIG (Familia
Supergen de las Inmunoglobulinas), FQD (Fix Quick and
Dirty: Protocolo de arreglo de CLs en Deep View); HL
(Homologia), MMPs (Matrix Metallo-Proteases), NCBI
(National Center for Biotechnology Information, National
Library of Medicine, National Institutes of Health, USA:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), PDB (Tipo de Archivo o
Base de Datos: Protein Daba Bank: http://www.pdb.org/),
PLAs (Phospholipases A), PLIs (Phospholipase Inhibitors),
RMSD (Root Mean Square Distance: Raiz de la Desviacion
Cuadratica Media: Mide que tan desviadas estan la coorde-
nadas de un modelo por homologia, con respecto a sus plan-
tillas experimentales), SD (Steepest Descent: Protocolo de
minimizacion de energia de un modelo), SVMPs (Snake
Venom Metallo-Proteases), SMART (Software: Simple Mo-
dular Architectural Research Tool: http://smart.embl.de/),
SM-DV (Swiss Model - Deep View: Sistema de modelamiento
de proteinas por homologia in silico, utilizado en este tra-

bajo: http://swissmodel.expasy.org/).

Introduccion

Las mordeduras de serpientes producen dafio tisular
local y sistémico en forma de hemorragias, edema,
mionecrosis y dolor (Duque-Osorio et al., 2007; Neves-
Ferreira et al., 1997,2000; Thwin & Gopalakrishnakone,
1998). De los cinco millones de accidentes ofidicos que
suceden anualmente en el mundo, 50 mil son fatales, espe-
cialmente en los trépicos donde los accidentes con ser-
pientes de la familia Viperidae son un problema de salud
publica (Gold et al., 2002; Lizano ef al., 2003; Mattison,
1995; Perales & Domont, 2002). Una de las formas con-
vencionales de manejar el accidente ofidico es emplear
inmunoglobulinas obtenidas de animales insensibilizados
con los venenos o toxinas extraidas de las serpientes (Hains
& Broady, 2000, Lizano et al., 2003; Neves-Ferreira et al.,
1997, 2000; Pérez & Sanchez, 1999; Soares et al., 2003;
Thwin & Gopalakrishnakone, 1998, Weissenberg et al.,
1991). Pero en la busqueda de moléculas inhibitorias mas
especificas, recientemente se ha visto un gran interés en
estudiar la resistencia de algunos mamiferos al veneno de
las serpientes (Domont ef al., 1991; Duque-Osorio ef al.,
2007; Martinez et al., 1999; Pérez & Sanchez, 1999), como
se reporta para varios marsupiales (Perales ef al., 1994;
Melo & Suarez-Kurtz, 1988; Neves-Ferreira et al., 1997,
Soares et al., 1997) y algunos placentarios, como
“insectivoros” (Eulipotyphla: Omori-Satoh et al., 2000),
roedores (Biardi et al., 2000; Martinez et al., 1999; Domont
etal.,, 1991)y carnivoros (Qi ef al., 1994). En la zariglieya
(Mammalia: Maruspialia: Didelphis) se han encontrado
ol B-glicoproteinas (miembros de la Familia Supergen de
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las Inmunoglobulinas: FSIG) con actividad antiveneno de
serpientes, como DM43 (Catanese & Kress, 1992; Jurgilas
etal., 2003; Neves-Ferreira et al., 1997,2000, 2002; Soares
et al., 1997), DM64 (Rocha et al., 2002), DM40 (Neves-
Ferreira et al., 2000). De éstas, DM40 y DM43 son
antihemorraginas y DM64 es antimiotoxica, actuando es-
tas proteinas contra los dos efectos principales del vene-
no de serpientes (Chippaux & Goyffon, 1998; Pérez &
Sanchez, 1999): hemorragias (SVMPs) y mionecrosis
(PLAs).

Las PLAs (Gutiérrez & Ownby, 2003; Hains et al., 2000,
2001; Lomonte et al., 2003; Nuiiez et al., 2001; Ohno et al.,
2003; Ownby et al, 1998) y hemorraginas (SVMPs:
Bjarnason & Fox, 1994; Gutiérrez & Rucavado, 2000; Jia
et al., 1996; Kamiguti et al., 1996, 1998; Matsui et al., 2000)
venosas tienen sus contrapartes endogenas normales no
venenosas (PLAs y MMPs) en la mayoria de animales, y
muchas condiciones patoldgicas son, en parte, el resulta-
do de la disrupcion del balance natural entre PLAs y MMPs,
y sus inhibidores: artritis, arteriosclerosis, asma, diabetes,
choques sépticos, neoplasias, procesos inflamatorios,
psoriasis, y condiciones oftalmicas, ortopétidas y
periodontales (Pérez & Sanchez, 1999; Soares et al., 2003;
Thwin et al., 2000). Entonces, el estudio de los componen-
tes principales de los venenos de serpientes (PLAs y
SVMPs) y de sus moléculas inhibidoras, tiene un doble
interés para la medicina (Duque-Osorio ef al., 2007). De
forma indirecta teniendo en cuenta las patologias nombra-
das (Hains & Broady, 2000). De forma directa, el estudio
de los venenos de serpientes y sus inhibidores es
médicamente interesante, porque se necesita desarrollar
esquemas terapetticos mas eficientes, ya que se ha de-
mostrado que los PLIs y anti-SVMP naturales son mas
efectivos que las terapias convencionales por inmuno-
globulinas, y estas ultimas pueden producir efectos inmu-
nes no deseados (Hains & Broady, 2000; Lizano ef al.,
2003; Neves-Ferreira et al., 1997, 2000; Pérez & Sanchez,
1999; Soares et al., 2003; Thwin & Gopalakrishnakone,
1998; Weissenberg et al., 1991).

Por ello en el trabajo que se expone a continuacion, se
hizo una aproximacion in silico y por homologia (basado
en proteinas cuya estructura 3D esté establecida por mé-
todos experimentales) a la estructura 3D de DM64, con el
sistema Swiss Model-Deep View (SM-DV; Guex & Peitsch,
1997; Guex et al., 2008; Kaplan & Littlejohn, 2001; Schwede
et al.,, 2003). Ademas de haber permitido la obtencion de
un modelo similar al previamente logrado por homologia
también para DM43 por Neves-Ferreira et al. (2002), el
proceso que a continuacion se resume permitid estandari-
zar la técnica de modelamiento de proteinas con SM-DV

como una herramienta muy util en nuestro medio por su
eficiencia y bajo costo, dado que este sistema se puede
utilizar gratuitamente.

Métodos

Para el modelamiento in silico de DM64 con SM-DV se
realizaron los siguientes procedimientos, basados en las
revisiones y tutoriales hechos por: Contreras-Moreira &
Bates (2002); Contreras-Moreira et al. (2002); Guex &
Peitsch (1997); Guex et al. (1999); Guex et al. (2008);
Kaplan & Littlejohn (2001); Peitsch (2002); Pruess &
Apweiler (2003); Rhodes (2000, 2008); Schwede et al.
(2000); Schwede et al. (2003). Ademas de ser por homologia,
el modelo logrado en este trabajo es in vacuo. Se reporta
el comando utilizado en DV entre paréntesis después del
subtitulo, cuando sea el caso:

Division de DM64 en Regiones con el Programa EMBL/
SMART: La tnica secuencia aminoacidica de DM64 (gi
21309806) existente hasta la fecha en el NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) se descarg6 y se sometié a EMBL/
SMART (http://smart.embl.de/ | Letunic et al., 2004; Schultz
et al., 1998) el cual, comparando con la estructura conoci-
da para proteinas contenidas en varias bases de datos [en-
tre otras: su propia base de datos dominios, Pfam, SCOP,
NRBD (base de datos no redundante que incluye a:
SWISSPROT, PDB, PIRONLY)] detecta qué tipo dominios
contiene la proteina sometida. La deteccion de los domi-
nios de una proteina es el primer paso para su modelamiento
por homologia (Contreras-Moreira & Bates, 2002) pues
las proteinas multidominio siguen siendo un problema para
los programas de modelamiento comparativo (Contreras-
Moreira et al., 2002).

Modelos preliminares: Teniendo en cuenta las regio-
nes de DM64 identificados por EMBL/SMART se dividio
la proteina DM64 en cinco grupos de regiones y los mis-
mos se sometieron por separado a en el sitio web de SM.
Se utilizé el “First Approach Mode” (modalidad que hace
parte del Swiss Model Workspace), por medio del cual SM
identifica y alinea automaticamente la secuencia problema
con todo(s) el(los) péptido(s) y/o proteina(s) con estruc-
turas 3D experimentales conocidas que tengan un minimo
de 25% de homologia con la proteina a modelar (Schwede
et al., 2003). Estas estructuras experimentalmente seran
las plantillas de modelamiento (tabla 3) con las cuales se
realiza un modelo preliminar para cada grupo de regiones
(cinco en total). Los modelos llegan al usuario por email en
forma de un archivo de extensidén pdb, visualizable en el
programa Deep View (DW), el cual debe ser instalado lo-
calmente. En otras palabras, el proceso de modelamiento
como tal no se realiza en el computador local del usuario,
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pues los modelos son logrados por SM. Esta es la razon
principal por la cual este sistema de modelamiento no re-
quiere una infraestructura informatica sofisticada. Lo que
se hace localmente es la visualizacidon y pulimiento super-
ficial de los modelos con DV.

Resometimiento de cada modelo a SM desde DV en mo-
dalidad de optimizacién (Swiss Model: Submit Modelling
Request): En contraste a lo hecho en el parrafo anterior de
este protocolo (First Approach Mode) en este punto se
resometieron a SM los modelos obtenidos anteriormente,
ahora en modalidad optimizada desde DV, lo cual permite
corregir errores de alineamiento que pudieron haber que-
dado incorporados en los modelos preliminares (Schwede
et al., 2000; Schwede et al., 2003). Hasta aca, todos los
procedimientos son realizados de forma automatica por SM.
Sin embargo hay una parte del modelamiento automatico
que vale la pena resaltar, y es la modelacion de los bucles
(loops) no conservados, pues éstas son las estructuras
que mas varian entre proteinas (en este caso entre la pro-
teina problema y sus plantillas experimentales de mo-
delamiento) por lo cual son un contribuyente mayor de
imprecision en un modelo (Schwede ef al., 2000). Las coor-
denadas de la plantilla experimental de modelamiento no
pueden ser usadas para modelar inserciones o deleciones
de estas plantillas con respecto a la proteina problema.
Para modelar esas partes, SM construye, con la ayuda del
Programa de Restricciones Espaciales (CSP por sus siglas
en Inglés), un ensamblaje de fragmentos compatibles con
las estructuras vecinas. De estos, el mejor bucle es escogi-
do de acuerdo a un puntaje que toma en cuenta energia del
campo de fuerza, impedimentos estéricos e interacciones
favorables como formacion de enlaces de hidréogeno. En
aquellos casos en que el CSP no proporcione una solucion
satisfactoria, se busca en una biblioteca de bucles deriva-
da de estructuras experimentales para encontrar fragmen-
tos compatibles (Schwede ef al.,, 2003). Todo esto que ha
sido expuesto sobre la modelacion de bucles, es realizado
también automaticamente por SM, pero se incluye aqui
porque esta parte de los métodos tiene relevancia con res-
pecto a lo expuesto en la seccidon de discusion. Los proce-
dimientos que siguen son mas superficiales, pero requieren
mas intervencion del usuario.

Pulimiento en DV de cada modelo: Cada uno de los
cinco modelos fueron pulidos localmente en DV, de la
siguientes dos formas: Arreglo de Cadenas Laterales [Se-
leccionar: amino acidos (aa) chocantes (Select aa making
clashes), aa chocantes con el esqueleto (aa making
clashes with Backbone), cadenas sin enlaces de Hidroge-
no apropiados (sidechains lacking proper H-Bonds) | He-
rramientas (Tools): Arreglar Cadenas Seleccionadas (Fix

Selected Side Chains): Arreglar Répido y Sucio (Fix Quick
and Dirty: FQDs)] y la Minimizacidon de Energia [Herra-
mientas (Tools: Energy Minimisation). Este proceso es
llevado a cabo por los calculos que in vacuo realiza el
campo de fuerza Gromos 96 (Gunsteren et al., 2009; Scott
et al., 1999: http://www.igc.ethz.ch/gromos) incorporado
en DV. Este campo de fuerza permite medir [en Kilojoules
por mol (KJ/mol)] y minimizar la energia potencial de la
estructura (Rueda-Borrego, 2005; Scott ef al., 1999), re-
parando geometrias distorsionadas (Guex et al., 2008) por
medio de la reacomodacion de ciertos atomos de
aminodacidos (aa) y asi lograr que el modelo se acerque
mas a la realidad. El calculo y minimizacioén de energia
requiere que el extremo amino-terminal de cada modelo (y
después de la proteina completa) sea protonado,
adicionandose un grupo HHT, mientras que al extremo
carboxi-terminal se le agrega un oxigeno (grupo OXT).
Esto es hecho automaticamente por DV. De acuerdo a las
pruebas y recomendaciones de los tutoriales (Guex ef al.,
2008; Rhodes, 2008), se hicieron rondas de FQDs y
“Steepest Descent” (SDs) en cantidades diferentes, de
modo que cada modelo llegue a un minimo local de ener-
gia. Cada minimizacion de energia se hizo con todos los
aa seleccionados en el Panel de Control de DV.

Ensamblaje de los modelos: El primer paso para lograr
este objetivo fue la extraccion de cada uno de los cinco
modelos de sus plantillas experimentales, pues DV no esta
maximizado para trabajar con proteinas multidominio con
varias plantillas. Una vez lograda la extraccion de los cin-
co modelos, los mismos fueron pre-ensamblados por me-
dio del comando Ajustar Moléculas desde la Seleccion (Fit:
Fit Molecules from Selection) y ensamblados con el co-
mando Editar: Crear Capa Fusionada (Edit: Create Merged
Layer), de acuerdo al siguiente orden:

* RI1-2+R2-5=R1-5|R3-7+R6-8=R3-8 |R8-10
* RI-5|R3-8+R8-10=R3-10
* RI-5+R3-10=R1-10

El pre-ensamblaje de las parejas de modelos fue logra-
do gracias a los fragmentos de aminoacidos que tenian
con comun. Por ejemplo el final de R1-2 tiene una regién de
sobreposicion idéntica (secuencialmente hablando) a la del
comienzo de R2-5. Estas regiones en comun o fragmentos
de solapamiento sirvieron para pre-ensamblar parejas de
modelos. En cambio el ensamblaje de cada una de las pare-
jas se hizo teniendo en cuenta un solo fragmento de sola-
pamiento [el que mdas coincidencias tenia (antes de su
extraccion) con su plantilla(s)], pues DV no fusiona en una
sola capa dos fragmentos de solapamiento. En resumen es
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un proceso que involucra la extraccidon de los modelos de
sus plantillas, después de lo cual sigue el pre-ensamblaje
con el cual se logra posicionar un modelo con respecto al
otro gracias a la coincidencia atémica posicional que se
puede lograr entre los fragmentos de solapamiento. Y el
ensamblaje como tal consiste en que los dos modelos sean
fusionados en una sola capa (layer) para lo cual se exluye
el fragmento de solapamiento que menos coincidencias
mostraba con sus plantillas [esto se determina de acuerdo
a los alineamientos entre cada modelo y sus plantillas, los
cuales estan disponibles como Material Suplementario
(http://sites.google.com/site/juanferduque/dm64-3d-in-
silico-suplemento)]. Cuando se repite este proceso de
acuerdo al anterior orden, se logra una aproximacion al
ensamblaje completo de la proteina DM64 completa (5 do-
minios), asi DV no esté maximizado para trabajar con pro-
teinas multidominio.

Pulimiento de toda la subunidad (cinco dominios) de
DMé64: Siguiendo los mismos procedimientos hechos para
cada modelo se pulid localmente el modelo completo obte-
nido utilizando los comandos Herramientas (Tools): Arre-
glar Cadenas Seleccionadas (Fix Selected Side Chains: FQD)
y Herramientas (Tools): Minimizacién de Energia (EM). La
cantidad de rondas FQDs y EMs (SDs) realizadas se eva-
lué por medio de ensayo-error de modo que se lograra la
menor cantidad de cadenas laterales problematicas y el
minimo de energia potencial posible, respectivamente.

Mediciones adicionales: Se midi6 la RMSD con el co-
mando Ajustar: Calcular RMSD (Fit: Calculate RMSD):
Root Mean Square Distance = Raiz de la Desviacion
Cuadratica Media. Esta medida se refiere a la distancia
entre los atomos del modelo logrado y aquellos de las

plantillas experimentales. Por diferencia en la cantidad de
atomos DV no pudo calcular la distancia de todos los
atomos de cada modelo vs. sus plantillas. Se pudo calcu-
lar la distancia entre Carbonos Alfa (CA), y atomos del
esqueleto de las proteinas (Backbone: BB). Estos calcu-
los fueron hechos por aparte para cada uno de los mode-
los de los cinco dominios de DM64, pues estos no
pudieron ser ensamblados con sus plantillas respectivas,
por lo cual la RMSD total de DM64 fue calculada como
un promedio total (tabla 8).

También se midieron los angulos interdominio. Neves-
Ferreira et al. (2002) reportan un angulo interdominio para
DM43, pero no explican como lo miden, y tampoco se en-
contraron otras referencias que aclaren este punto. Es maés,
segun Lehtinen ef al. (2004), al menos para el caso de los
angulos interdominio de los dominios repetidos consensua-
les cortos adyacentes (SCR), la comparacion de los angulos
reportados ha sido dificil porque las metodologias de calcu-
lo son diferentes y pobremente documentadas. Se midieron
entonces estos angulos con DV, teniendo en cuenta tres
puntos para cada angulo, de acuerdo metodologia ilustrada
en la figura 1: Carbono audel ultimo amino-acido de la tltima
hebra que preceda el bucle que forma la articulacién (CoE405
en ejemplo de figura 1), carbono alfa del aminoacido mas
tangencial del bucle que forma la articulacion (ColL408 en
ejemplo de figura 1) y carbono alfa del primer aminoacido de
la primera hebra que sigue después del bucle articular
(CaT412 en ejemplo de figura 1). Este ejemplo corresponde
a la articulacion entre el cuarto y quinto dominio del modelo
de DM64 logrado aqui. Se sigui6 la misma metodologia aun
en los casos en que los dominios quedaron modelados
inconexamente. Los resultados de las mediciones de estos
angulos se reportan en la tabla 9.

Figura 1. Metodologia para la Medicién de los Angulos Articulares Interdominio. Medidos teniendo en cuenta tres carbonos (Co) de acuerdo a
metodologia expuesta en el parrafo anterior. Bucle en gris claro, hebras en amarillo, cadenas laterales en rojo, y angulo articular interdominio en azul.
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Resultados

Division de DM 64 en Regiones con € Programa EMBL/
SMART: Se abordd la distribucién de los dominios de
DM64, reconociendo este programa las siguientes regio-
nes (figura2), apartir delasecuenciaaminoacidicade DM 64
(gi 21309806: anexo 6.1) tomada del NCBI:

Por lo tanto de acuerdo a EMBL/SMART, DM64 ten-
dria cuatro dominios tipo Ig y no cinco como lo sugieren
Rocha et al. (2002). Para corroborar esto, se sometieron al
programa EMBL/SMART la secuencia aminoacidica mas
completade ?1BG encontrada y la Gnica secuencia
aminoacidica de DM43 (gi 24954693) disponible en NCBI
[datos mostrados en Material Suplementario (http://
sites.googl e.com/site/juanferdugue/dm64-3d-in-silico-su-
plemento)], evidenciandose el mismo fenémeno: SMART
no reconoce el segundo dominio Ig de estas proteinas, al
contrario de que lo es reportado en la literatura (Neves-
Ferreiraet al., 2002; Rocha et al., 2002), por lo cual se
considera esto como algo consistente que permite seguir
tomando a DM64 como una proteina de cinco dominios

tipolg.

Modelos preliminares. Después de varias pruebas,
obtuvieron cinco modelos preliminares correspondientes
las siguientes regiones (figura2, tablaly 2): 1-2, 2-5, 3-7,
6-8y 8-10. La secuencia de cada modelo y su posicion en
la secuenciatotal es mostradalatabla 2, lacual fue hecha
fusionando los datos emanados de SMART (figura2y
tabla 1), secuencia aminoacidica de DM64 y porciones

1| 1 [I]EI 200

-0

Figura 2. Distribucion de los Dominios de DM64 Segiin EMBL/SMART.
La secuencia aminoacidicade DM64 (gi: 21309806; Anexo 6.1) toma-
dadel NCBI se sometio al programa SMART el cual, comparando con
|a estructura conocida para proteinas contenidas en la base de datos
del EMBL, detect6 estos dominios en DM64. Los 6val os representan
dominios |G o tipo |G pero no pretenden representar ningun tipo de
estructura 3D. La escala numérica representa cantidad y posiciones
aminoacidicas. Estas posiciones son especificadas en la tabla 1.

modeladas por SM. No setuvo en cuentalaregion 1 emada
por SMART porquelamismacorresponde al péptido sefial
el cual seclivadurantelamaduracion delaproteina (Cooper,
2000), por lo cual DM 64 se model 6 sin estos aminoacidos.
Este hecho severeflgjado en larenumeracin aminoacidica
Ilevada a cabo en la tabla 1.

Enlatabla 3 se encuentralalistay bibliografiadelos
model os experimental es utilizados como plantillas por SM
para modelar a DM64. Las plantillas experimental es usa-
das por SM son todas las estructuras experimental es dis-
ponibles en Protein Data Bank, que tenian al menos un
25% de homologia (Schwede et al ., 2003) con DM 64. Es-
tas plantillas experimentales corresponden a receptores
del sistemainmune, como podriaesperarse delafilogenia

Tabla 1. Posiciones en la Secuencia Aminoacidica de DM64 (gi 21309806) segin EMBL/SMART. La informacion emanada por
SMART en las primeras dos columnas, y la renumeraci én hecha después de descartar €l péptido se sefialaen las Ultimas dos columnas.

Posiciones Regiones Posiciones
aminoacidicas Tipo deregién/dominio segin SMART utilizadasen aminoacidicassin
segin SMART estetrabajo péptido sefial
la23 Péptido Sefial (PS)

24a38 Region Desconocida (RD) 1 lal5
39a118 Dominio tipo Inmunoglobulina (Dominio Tipo 1g) 2 16a95
119a189 RD 3 96 a 166

190 a 202 Regidn de complejidad baja 4 167 a179
203 a220 RD 5 180a197
221 a307 Dominio Ig 6 198 a 284
308 a319 RD 7 285 a 296
320 a405 Dominio Ig 8 297 a 382
406 a414 RD 9 383a391
415 a502 Dominio Ig 10 392 a481
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Tabla 2. Regiones Correspondientes alos Cinco M odel os Preliminares Emanados de SM.D: Dominio; Ig: Imunoglobulina; RCB: Regién
de Complejidad Baja; RD: Regién Desconocida. Los aminoéacidos subrayados corresponden a las regiones modeladas por SM y en
negrita las regiones de sobreposicién entre los cinco modelos (Regiones: 1-2, 2-5, 3-7, 6-8 y 8-10].

Region Inicio | Aminoécidos Final
1 |RD 1(LLAMETTPRL W ETE 15

2 [D1(lg) 16 | SPSTPWINVT LQCVATNTEA LSFQLWKDCE LLSTLPPMGL VGKFSLGPVT DDNRGLYRCR | LMFENTWIS PSEPVEVTGK 95

3 |[D2(RD) 96 | EPLPAPLLRA DPGPW LHGL ETKLHCQGVL LGM FDLYQE GEQEPVRSSH TPGTEATFI V NNTGNYSCLY R 166
4 |RCB 167 | APAPASSVNS APS 179
5 [RD 180 | ETI HvVI PDL LPKPDFHI 197
6 |[D3(lg) 198 | YDNQVI RPGD SVTFGOWCRF SGLEFKLFKD GOEVFVPKQS SKDPKHI YFE LTALGPEDGG KYSCRYRFRN GPPI WBEDSK QLELVLT 284
7 |RD 285 |TETLAKPSLS VE 296
8 |D4(lg) 297 | POETVI SRGT KVTMRCOGAQ PNWKFVLLKK GSPGHTLVLS SPESHVDFVL PNI LSYDTGN FSCLYVOQTEA PFAGSQRSED VEI RVE 382
9 |RD 383 (GLLPKPTLH 391
10 |D5(Ig) 392 [ PVHPWAPGR DAl LHCSGKI PNAHFQLFKD GEHEELEVSV LPI DDHAVNF LLKNI NRQQG GKYRCRYTTR EDPI LESEMS DPAELQVTQ) | 481

Tabla 3. Modelos Experimentales Usados por SM como Plantillas para Modelar las Cinco regiones de DM64. Los siguientes datos
fueron obtenidos del NCBI a partir los cédigos de las plantillas visibles en la ventana de alineamiento de DV. Con estos codigos, y
buscando en la base de datos de proteinas del NCBI, se pueden obtener datos adicionales de cada estructura, como su bibliografia,
secuencia, etc. En la primera columna de esta tabla se incluyen las regiones de DM 64 model adas (tabla 2) para clarificar que plantillas
fueron utilizadas por SM-DV en cada uno de los cinco modelos. Se calcularon basicamente dos clases de homologia (HL): estrictay
promedio. El % de HL estricto de cadaregion con cada plantilla esta entre paréntesis debajo del codigo de cada plantilla. A estos % de
HL estricta de cada plantilla se sacé un promedio para cada regién. Este resultado estaindicado porx enlaprimeracolumna. Enlamisma
columna esta indicado por X, el porcentaje de HL estricta de cada region con todas sus plantillas alavez. Al final de latabla se muestran
lostotales de homologiaestricta (promedio de X,s) y promedio (promedio dexs). Los porcentajes de HL de cadaregion con sus plantillas
fueron hallados analizando |os alineamientos emanados por DV en el programa MEGA [Molecular Evolutionary Genetic Andlisis
version 3.1 (Kumar et al., 2004): http://www.megasoftware.net/].

Regién deDM64 | Caodigo Definicion
(% HL) (% HL)
R1-2 1ollA Cadena A, Region Extracelular del Receptor Humano NKp46.
(X=32.73%) (32.73%)
(X=32.73%) 1p6fA Cadena A, Estructura del Receptor de Citotoxicidad Natural Humano NKp46.
(32.73%)
R2-5 lefxD Cadena D, Estructura de un Complejo entre Receptor de Células Asesinas Humano KIR2DL2 y
(Xt =27.1%) (27.1%) Ligando MHC Clase 1 HLA-Cw3.
(X =28.22%) lefxE Cadena E, Estructura de un Complegjo entre Receptor de Céulas Asesinas Humano KIR2DL2 y
2dliA Cadena A, Receptor de Células Asesinas para Inmunoglobulinas 2DL 2, Forma Trigonal.
(27.1%)
2dI2A Cadena A, Receptor de Células Asesinas para |nmunoglobulinas 2DL 2.
(28.97%)
1b6u Estructura Cristalograficadel Receptor Inhibitorio de Células Asesinas Humanas KIR2DL 3
(28.97%) Especifico para Alelos Relacionados con HLA -Cw3.
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Continuacion Tabla 3. Modelos Experimentales Usados por SM como Plantillas para Modelar las Cinco regiones de DM64.

Regién deDM64 | Caodigo Definicion
(% HL) (% HL)
R3-7 1uctA Cadena A, Estructura Cristalogréfica del Fragmento Extracelular del Receptor | Fc Alpha (Cd89).
(Xt =15.87%) (22.75%)
(X =22.86%) lowOC Cadena C, Estructura Cristalograficadel FcaRI Humano Ligado algA1-Fc.
(22.22%)
lowOD Cadena D, Estructura Cristalogréfica del FcaRl Humano Ligado algA1-Fc.
(22.75%)
lovzA Cadena A, Estructura Cristalogréfica del FcaRl Humano
(22.22%)
lugnA Cadena A, Estructura Cristalogréficade Lir1.02, uno delos Alelosde Lirl.
(24.34%)
R6-8 1ollA Cadena A, Region Extracelular del Receptor Humano NKp46.
(Xt =14.2%) (28.4%)
(X =25.44%) 1p6fA Cadena A, Estructura del Receptor de Citotoxicidad Natural Humano NK p46.
(28.4%)
2gw5A Cadena A, Estructura Cristalografica de Lir-2 (11t4) en 1.8: Diferencias de Lir-1 (11t2) en Regiones
(24.85%) Implicadas en € Enlace del Homélogo MHC U118 del Citomegalovirus Clase .
2d3vA Cadena A, Estructura Cristalografica del Receptor A5 tipo 1g de Leucocitos (LilraSLIR9ILT11).
(22.49%)
1p7qD Cadena D, Estructura Cristalograficade Hla-A2 Ligado a Lir-1, Un Hospedero y un Receptor MHC
(23.08%) Vira
R8-10 1gOxA Cadena A, Estructura Cristalografica del Domonio de Enlacede Lir-1 (ILT2).
(Xt =10.87%) (29.89%)
(X =25.87%) 2d3vA Cadena A, Estructura Cristalogréfica del Receptor A5 tipo Ig de Leucocitos (LilraSLIR9ILT11).
(22.28%)
lugnA Cadena A, Estructura Cristalograficade Lir1.02, uno delos Alelosde Lirl.
(27.72%)
1p7qD Cadena D, Estructura Cristalograficade Hla-A2 Ligado a Lir-1, Un Hospedero y un Receptor MHC
(27.17%) Vira
1b6u Estructura Cristal ogréfica del Receptor Inhibitorio de Células Asesinas Humanas KIR2DL3
(22.28%) Especifico para Alelos Relacionados con HLA -Cw3.
20.15% Homologia Total Estricta (Promedio de Xt s)
27.02% Homologia Total Promedio (Promedio de Xs)

delaFSIG, esquematizada porHood et al. (1985) en lacual
se ve que las? 1BGs (queincluyen las proteinastipo DM)
pertenecen al linaje del receptor Poli-1g. Si SM no utiliz
mas plantillas, es que porgque no habian mas estructuras
experimental es que cumplieran | os requisitos nombrados.

Resometimiento de cada modelo a SM desde DV en
modalidad de optimizacion: Cada modelo y sus plantillas
fueron sometidos a SM desde DV para ser optimizado.
Después de varias pruebas, quedo claro que resometer, en
modalidad optimizada, cada modelo mas de unavez a SM
no mejora el mismo, sino que esto incluso introduce gaps
indtiles que podrian rebajar la calidad del modelo; por lo
cual los siguientes son | os resultados de una optimizacion
para cada modelo, reportados en latabla 4.

Pulimiento en DV de cada modelo: Cada modelo fue
mejorado por medio del arreglo deladisposicién de cade-
nas lateral es probleméaticas y de minimizacion de energia.
El arreglo de cadenas | ateral es aumentael nUmero de cho-

ques, pero si se comparael nimero total de cadenas late-
rales probleméticas (choques+ CLssin enlacesde H apro-
piados) inicialesy finales (Tabla5), se podraver que este
ndmero total disminuye después de los FQDs. Y dismi-
nuird ain mas con las minimizaciones de energia. Los re-
sultados del arreglo de cadenas laterales y de la
minimizacién de energia se reportan en las tablas 5 y 6,
respectivamente.

Ensamblaje de los modelos: De acuerdo al orden de
apareamiento explicado en métodos, se logro el siguiente
model o preliminar (figura 3), cuyos parametros quedan ex-
puestos en latabla 7.

Pulimiento detoda la subunidad (cinco dominios) de
DM64: Haciendo los mismos arreglos hechos para cada
model o se obtuvieron los siguientesresultados al utilizar
loscomandos Tools: Fix Selected Side Chains: Quick and
Dirty y Tools: Energy Minimizacién (EM) en el modelo
completo.
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Tabla 4. Resultados de Una Optimizacion de Cada Modelo en SM.Cadenalateral (CL), Coincidencias serefiere

a aminoacidos identicos con plantilla(s): * modelo con una plantilla; ** modelo con cinco plantillas.

Item R1-2 R2-5 R3-7 R6-8 R8-10
Aminoé&cidos con choques 22 0 0 0 0
Aminoécidos con choques esquel éticos 7 0 0 0 0
CLssin Enlaces H Apropiados 47 46 61 65 58
Coincidencias 36* 29** 30** 24** 20**
Pulimiento: —> Una Optimizacién en SM
Aminoéacidos con choques 0 0 0
Aminoéacidos con choques esquel éticos 0 0

CLssin Enlaces H Apropiados 31 34 54 55 56
Coincidencias 36* 29** 30** 24** 20**

Tabla 5. Resultados del Arreglo de las Cadenas Laterales (CLs). CLs arregladas con el protocolo Fix Quick
and Dirty (FQD). Aminoacidos (aa), Esquel eto proteico (BB: Backbone), Enlace de Hidrégeno
Apropiado (EHA). Energia medida como el campo de fuerza en Kilojoules/mol.

Item R1-2 R2-5 R3-7 R6-8 R8-10
aa con choques 0 0 0 0 0
aa con choques BBs 0 0 0 0 1
CLssin EHAs 31 34 54 55 56
Energia 679.497 -1,366.442 -412.846 4,716.173 2,303.241
Pulimiento: —p» 3 FQDs

aa con choques 4 11 8
aa con choques BBs 1 3 5 4
CLssinEHAs 21 22 35 35 30
Energia 977,081.813 14,733.434 108,348.258 127' 203,744 94,335.961

Tabla 6. Resultados de la Minimizacién de Energia. Aminoéacidos (aa), Esquel eto proteico (BB: Backbone),

Cadena lateral (CL), Enlace de Hidrogeno Apropiado (EHA). Minimizacién de Energia hecha con rondas
de Steepest Descent (SD) y medida como el campo de fuerza en Kilojoules/mol.

Item R1-2 R2-5 R3-7 R6-8 R8-10
aa con choques 4 2 11 4 8
aacon choques BBs 1 1 3 5 4
CLssin EHAs 21 22 35 35 30
Energia 977,081.813 14,733.434 108,348.258 127'203,744 94,335.961
Pulimientos. — P> 41 SDs 14 SDs 45 SDs 44 SDs 41 SDs

aa con choques 0 0 0 0 0
aacon choques BBs 0 1 0 0 0
CLssinEHAs 20 49 31 38 35
Energia -6.019 -8.163 7.898 -0.216 13.064
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Tabla 7. Resultados del Arreglo de Cadenas Laterales (CLs) en

toda la Subunidad de DM64 (cinco Dominios, R1-10). CLs arre-

gladas con el protocolo Fix Quick and Dirty (FQD). Aminoacidos

(aa), Esqueleto proteico (BB: Backbone), Enlace de Hidrogeno
Apropiado (EHA).

Item R1-10
aa con choques 53
aa con choques BBs 23
CLssin EHAs 95
Pulimiento: —p» 2FQDs
aa con choques 32
aa con choques BBs 15
CLssin EHAs 82
Pulimiento:. —p» 52 SDs
aa con choques 0
aa con choques BBs 0
CLssin EHAs 82
Energia -94.565

Mediciones adicionales: Se reportan en la tabla 8§ las
RMSDs del modelo DM64 con respecto a sus plantillas
experimentales. Y en la tabla 9 se reportan los resultados
de las mediciones angulares.

Otros métodos de evaluacion de un modelo, disponi-
bles desde DV incluyen: colorear el mismo de acuerdo a
los Factores B (indice de aa mas moviles o inestables),
Energia de Enhebramiento (razonabilidad de la ubicacién
de un aa de acuerdo a su tipo y ambiente) y Accesibilidad.
Estos métodos de evaluacion grafica se incluyen como
Material Suplementario (http://sites.google.com/site/
juanferduque/dm64-3d-in-silico-suplemento). Ademas
Swiss Model incluye programas de evaluacién como
Anolea, Verify 3D y QMEAN. Este tltimo programa, entre
otros indicadores, emite un potencial de solvatacion, por
lo cual junto con la herramienta de colorear por accesibili-
dad, pueden ser tutiles de cara a hacer simulaciones con
modelos explicitos o implicitos de solvatacion. No se utili-
zaron estos y otros programas de evaluacion disponibles
en Swiss Model porque éste es un modelo preliminar, y
porque uno de los objetivos principales era compararlo
globalmente con aquel logrado por Neves-Ferreira ef al.
(2002) para DM43, tarea que se logré como se vera a con-
tinuacién en la Discusion. Por todo esto, la evaluacién
hecha del modelo de DM64 aqui presentado por medio de
la RMSD y la Energia Potencial con el Campo de Fuerza
GROMOS96, fue suficiente, por ahora. Teniendo en cuen-

Tabla 8. RMSDs entre los Carbonos Alfa (CAs) y Atomos del
Esqueleto (BBs) de los Cinco Fragmentos Modelados de DM64 y
sus Plantillas. Al final de esta tabla, en negrita, estan los prome-
dios de cada columna y el promedio total. Los codigos de cada
plantilla y su bibliografia son explicados en la tabla 5.

Region deDM64 | Plantilla Atomos
(RMSD Promedio | Experimental (RMSD | Involucrados:
en A) Promedio en A) RMSD en A
R1-2 (0.73) cas 07
10llA (0.72) BBs: 0.73
CAs. 0.71
1p6fA (0.73) BBs: 0.74
R2-5 (1.87) 1efxD (1.67) CAs 1.66
BBs: 1.67
1eixE (181) CAs 181
BBs 1.81
_ CAs 1.81
2dliA (1.8) BBs: 1.79
CAs: 2.2
2dI2A (2.19) BBs 2.17
CAs 1.92
1b6u (1.9) BBs: 1.87
BT CAs: 1.35
1uctA (1.35) BBs 1.34
CAs 1.68
1owOC (1.68) BBs: 1.67
CAs 2.47
low0D (2.48) BBs: 2.49
CAs 2.45
lovzA (2.45) BBs: 2.45
CAs 3.21
lugnA (3.2) BBs: 3.19
R6-8 (2.3) Chs 1
1ollA (1.81) BBs 1.8
CAs 1.78
1p6fA (1.78) BBs: 1.77
CAs 2.73
2gwW5A (2.72) BBs: 2.70
CAs 2.12
2d3vA (2.1) BBs: 2.07
CAs 3.1
1p7qD (3.08) BBs: 3.05
Re-10 (2.38) Sy
1gOxA (1.57) BBs: 1.58
CAs 2.76
2d3vA (2.73) BBs 2.7
CAs 2.08
lugnA (2.08) BBs: 2.07
CAs 2.86
1p7qD (2.86) BBs: 2.85
CAs 2.66
1b6u (2.65) BBs: 2.63
Rango entre0.72y 3.2 A RMSD
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Figura 3. Ensamblaje de las Regiones 1-5 y 3-10. Después de pre-ensamblar estas dos regiones con sus zonas de

sobreposicién (EPLP....VNNT), en la ventanainferior (Aligment), se utiliza el comando Edit: Create Merged Layer, para

ensamblar las dos regiones, y lograr un modelo compuesto deizquierdaaderechapor losDs: 1, 2, 3, 4y 5 de DM64. Modelo
renderizado con cadenas |aterales.

Tabla 9. Angulos Articulares I nterdominio del Modelo de DM 64
reportados en grados (°)

D1-D2 103.42

D2-D3 108.26

D3-D4 119.12

D4-D5 91.97

Rango 91.97a119.12

tatodo estoy el hecho de que el Ultimo paso en el proceso
de modelamiento, eslaevaluacién del model o (Schwedeet
al., 2003), seincluye el nombrado Material Suplementario.

Discusién y conclusiones

Homologiasentre DM 64y plantillas de modelamiento:
El porcentaje total promedio de homologia entre DM64 y
las plantillas asignadas por SM fue de 27.02% HL prome-
dio (promedio deXs) y solo del 20.15% de HL estricta (pro-
medio de X;s). Todos estos porcentajes estan por debajo
de lo recomendado para hacer modelos por homologiain
silico, pues por ejemploGuexet al. (1999) dicen que erro-
res de alineamiento aparecen cuando el modeloy susplan-

tillastienen unahomologia menor del 40%. Entonces aun-
gue homol ogias tan bajas no son recomendabl es para mo-
delar una proteina por homologia in silico, hay varios
hechos que le dan validez al modelo reportado en esta
investigacion: con homol ogias comparables se model 6 una
proteina intimamente relacionada con DM64, es decir el
modelo de DM 43 logrado porNeves-Ferreiraet al . (2002).
El otro hecho es haber logrado el model o de DM 64, pues si
la homologia hubiera sido tan baja como para no hacer un
modelo, al menos aproximado, SM no hubieradevueltolos
cinco fragmentos modelados, pues de acuerdo a Schwede
et al. (2003) el proceso de modelamiento automatico eslle-
vado acabo cuando al menos hay una homologia del 25%
entre el fragmento amodelar y al menos una de las planti-
Ilas experimentales. Otro resultado que le da credibilidad
al modelo preliminar de DM64 presentado es su fuerza
potencial (-94.565 KJ/mol), puessi bien no se encontraron
referencias que indiquen que validez le da este valor al
modelo logrado aqui, Kopp & Schwede (2004) dicen queen
labase de datos de estructuras 3D de proteinas model adas
por homologia, Swiss Model Repository, solo seincluyen
modelos con un minimo de 40% de homologia con sus
plantillas, 45 residuos o mas y menos de 200 KJ/mol de
fuerza potencial. Exceptuando el primer criterio, |os otros
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dos son cumplidos por el modelo de DM64 presentado Sitios putativos de N-glicosilaciéon de DM64: Segun
aqui. Otro resultado que le da validez al modelo presenta- Rocha et al. (2002) el componente glicosilado de DM64
do es que a grandes rasgos la distribuciéon de bucles y corresponde al 15% de su masa. De acuerdo a estos auto-
hebras B logrados para DM64 se corresponden a los pre- res los posibles sitios de N-glicosilacion de DM64 (cajas
sentados por DM43 por Neves-Ferreira et al. (2002). Con amarillas en figura 4) son: 23, 156, 160, 356. DM43 tiene un
respecto a esto ultimo se incluye la figura 4 para nutrir la porcentaje de glicolisacion de 21% y contiene la misma
discusién del modelo logrado aqui, y poder comparar la cantidad (cuatro) de sitios putativos de glicosilacion que
distribucion de estructuras secundarias entre las dos pro- DM64. De todo esto se puede concluir que DM43 tiene un
teinas. El sistema utilizado (SM-DV) y la baja homologia componente en carbohidratos mas denso que DM64, lo
de DM64 con las plantillas experimentales usadas explican cual deja abierta la posibilidad de relacionar este hecho
las limitaciones del modelo logrado en este trabajo. con sus diferencias funcionales. Sin embargo también cabe
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Figura 4. Alineamiento de DM43 y DM64. Este alineamiento fue exportado de MEGA/Clustal-W siguiendo los datos de estructura
secundaria de Rocha et al. (2002) y Neves-Ferreira ef al. (2002), para DM64 y DM43, respectivamente, y etiquetado en MS Word. En
cajas amarillas los sitios de N-glicosilacion, de los cuales hace parte el sitio N175 (marco amarillo) de DM43, el cual también conforma
el comienzo a la segunda caja degenerada de triptofano de esta ultima proteina. Las cisteinas y los puentes disulfuro que forman estan
denotados en violeta. Los aminoacidos aromaticos conservados [Fenilalanina (F) y Tirosina (Y)], tipicos del pliegue Ig, estan demarca-
dos por cajas verdes. Se seflalan las cajas degeneradas de triptéfano en cuadros negros. Un gap en DM64, que segun Rocha et al. (2002)
estaria explicando parte de las diferencias funcionales entre DM64 y DM43, esta demarcado en una caja azul. Las flechas indican las
hebras B (letras A a la G), asignadas para DM64 por SM-DV. Entre estas flechas se encuentran los bucles, denotados por lineas mas
delgadas. Esta distribucién de bucles/hebras (b/h) quedd plasmada para DM64 en la figura 7. Las hebras de DM64 para las cuales no se
pudo establecer una correspondencia inequivoca con las DM43 estan acompaiiadas de ?. El menos (-) se refiere a una hebra prima (‘) que
esta antes de la hebra correspondiente principal (sin ).
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preguntar porque el sitio 175 de DM64 (principio de la caja
degenerada de triptéfano del segundo dominio) no lo in-
cluyen Rocha et al. (2002) como uno de glicolisacion puta-
tiva, dado que alinea con una asparagina correspondiente
en DM43 (N175), que fue incluida por Neves-Ferreira e?
al. (2002) como posible sitio de glicolisacion de esta ulti-
ma proteina.

En la figura 5 se ve como se ubican los sitios de N-
glicosilacion que tiene DM64 en el modelo logrado aqui.
Como se puede ver en esta figura, las cadenas laterales de
las Asparaginas que constituyen estos sitios, estan orien-
tadas hacia la parte exterior de cada dominio, como era
esperado. Por lo tanto, este es otro hecho que le ayuda a
dar validez al modelo presentado en este trabajo. Los Do-
minios (D) 3 y 5 de DM64 no tienen sitios de glicosilacion
seglin los mismos autores y por ende no fueron incluidos
en esta figura.

Puentes disulfuro y aminoacidos aromaticos conser-
vados, tipicos del pliegue Ig: Al igual que DM43, DM64

tiene dos residuos de Cisteina (cajas violeta en figura 13)
entre los hebras B y F de cada dominio, que estarian for-
mando el clasico puente disulfuro inter-lamina del pliegue
de las inmunoglobulinas, y que les estarian brindando a
las proteinas de la FSIG estabilidad estructural (Neves-
Ferreira et al., 2002). Para el caso de DM64 estos puentes
se extienden entre (violeta en figura 4) las cisteinas 28-74
en el primer Dominio (D), 121-163 en el segundo D, 213-261
en el tercer D, 312-359 en el cuarto D, y 407-456 en el quin-
to D, siguiendo a Rocha et al. (2002). Ademas de esto, y al
igual que en DM43 y ol BG (Neves-Ferreira ef al., 2002;
Rocha et al., 2002), DM64 contiene los aminoacidos aro-
maticos [Fenilalanina (F) y Tirosina (Y)] en posiciones con-
servadas, lo cual es tipico del pliegue Ig (residuos en verde
en figura 4).

Cajas de triptofano y articulacién D2-D3: Al igual que
DM43 y ol BG (Neves-Ferreira et al., 2002), DM64 también
presenta una caja degenerada de triptéfano WSXWS en
cada uno de sus cinco dominios (Rocha et al., 2002). Este
motivo secuencial se encuentra entre las hebras F y G de los

Figura 5. Ubicacion de los sitios de N-glicosilacion de DM64. Se seleccionaron en DV las cadenas laterales (CLs) de las Asparaginas
(N) que segtin Rocha et al. (2002) constituirian los sitios de glicosilacion de DM64.
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tres dominios de DM43 y entre las hebras F y G de los domi-
nios (D) 2, 3,4 y 5 del modelo de DM64 presentado aqui. En
cuanto al D1 de DM64, no se pudo identificar inequivoca-
mente las hebras F y G, pero presuntivamente se puede decir
que en este dominio, la caja degenerada de triptéfano tam-
bién se encuentra entre estas dos hebras. Las cajas degene-
radas de triptéfano de DM 64 se caracterizan por tener serina
(S) o treonina (T) en su segunda y quinta posicioén y son las
siguientes (Rocha ef al., 2002; figura 4): WTSPS (posicion
83 a 87 en el primer dominio), NSAPS (175 a 179 en el segun-
do dominio), WSEDS (272 a276 en el tercer dominio), GSQRS
(370 a 374 en el cuarto dominio), y ESEMS (467 a 471 en
quinto dominio). De estas cinco cajas degeneradas de DM64,
las tres primeras estan relacionadas con las encontradas en
los tres dominios de DM43. Segtn Neves-Ferreira et al. (2002)
la caja de triptofano mas auténtica es aquella ubicada al
final del tercer dominio de DM43. El triptéfano (W276) que
incluye esta caja podria estar estabilizando la aguda articu-
lacion de 60° que resulto en este caso. Esta articulacion
aguda estabilizada por un W de una caja de triptéfano dege-
nerada es tipica de las KIRs (Bottino e al., 1995; Moretta et
al., 1996) y receptores hematopoyéticos [los cuales inclu-
yen a los receptores de hormona de crecimiento y de
prolactina (Bazan 1990; de Vos et al., 1992; Somers et al.,
1994)], pero diferente a aquella vista en inmunoglobulinas,
las cuales generalmente presentan un angulo articular mas
abierto (Neves-Ferreira et al., 2002). En el caso de DM64
este mismo triptéfano corresponde al residuo W272 vy, al
igual que en DM43, esté hacia el final del tercer dominio de
DM64 pero tridimensionalmente también se acerca a la arti-
culacién del segundo y tercer dominio de DM64 (figura 6).

Al igual que para DM43 no se encontraron otros
triptofanos relevantes que estuvieran estabilizando otras
articulaciones interdominio en DM64. Una diferencia que
hay resaltar entre los modelos de DM43 y DM64, es que
para estd ultima se hallaron dngulos interdominio de
108.26° (tabla 9), los cuales son mas abiertos que los 60°
reportados por Neves-Ferreira et al. (2002) para la articu-
lacion del segundo y tercer dominio de DM43. Esto discre-
pancia se podria explicar por diferencias entre la
metodologia de medicidn de angulos, la cual no es explica-
da por Neves-Ferreira ef al. (2002). Otra posibilidad es
que DM64 realmente tenga angulos interdominio més abier-
tos, como es tipico de la inmunoglobulinas y que este
triptofano interdominio sea un motivo comun con ciertas
proteinas como las KIRs (Bottino ez al., 1995; Moretta et
al., 1996) y receptores hematopoyéticos (Bazan 1990; de
Vos et al., 1992; Somers et al., 1994) pero que no necesa-
riamente esté estabilizando un angulo interdominio agudo.

Andlisis de la estructura terciaria del modelo de
DMo64: Los miembros de la superfamilia de las inmunoglo-
bulinas (FSIG), como es caso de ol BG, DM43 y DM64,
estan compuestos por dominios de origen evolutivo co-
mun (Hood ef al., 1985) de aproximadamente 100 residuos.
Cada dominio tiene de 7 a 10 hebras B (A a G) que forman
dos laminas [ antiparelalas empacadas cara a cara en cada
dominio con una topologia y conectividad tipica (Halaby
etal., 1999; Harpaz & Chothia, 1994). Cada proteina miem-
bro de la superfamilia puede variar en su funcion, localiza-
cidn, cantidad, longitud y tipo de enlaces entre las hebras
B (Halaby & Mornon, 1998; Harpaz & Chothia, 1994).

Figura 6. Triptéfano W272 de DM64. Este triptofano, como su contraparte en DM43 (W276, figura 16), estaria ayudando a estabilizar
la articulacion del Dominio 2 (D2) con D3, segun Neves-Ferreira et al. (2002).
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En el caso de DM43, Neves-Ferreira et al. (2002) repor-
tan que los tres dominios de esta proteina tienen un plie-
gue de Inmunoglobulinas (Ig) tipo I, en el cual cada hebra
A primordial esta dividida en hebras A (primera ldmina 3) y
A’ (segunda lamina B). Este tipo de pliegue Ig-I fue pro-
puesto por Harpaz & Chothia (1994) como un modelo in-
termedio entre dominios tipo Ig-V (variable) y Ig C1
(constante). Otra de las caracteristicas de este tipo de plie-
gue es no tener hebra C”’ y solo tener una hebra C’ corta.
Segun los mismos autores (Harpaz & Chotia, 1994) al plie-
gue Ig-I también pertenecen moléculas de adhesion y re-
ceptores celulares, como lo son la mayoria de plantillas
usadas para modelar DM43 (Neves-Ferreira et al., 2002) y
DMo64 (tabla 3). Teniendo en cuenta las esquematizaciones
de Halaby & Mornon (1998) y la caracterizacion del plie-
gue Ig-1 hecha por Harpaz & Chotia (1994), la distribucién
de las hebras en cada dominio de proteinas como DM43
(Neves-Ferreira et al., 2002) y DM64 (figura 13) seria la
siguiente:

* lralamina B: Hebras A,B,DyE
e 2dalaminaP:A’,C,C’,FyG

En términos generales entonces DM43 y DM64 se ajus-
tan al esquema anterior. Para el caso de DM43 la tnica
excepcidn a este esquema es la presencia de una hebra F’
en el tercer dominio (Neves-Ferreira ez al., 2002). De una
forma menos exacta, el modelo de DM64 también se ajusta

a la caracterizacion del pliegue Ig-I de Harpaz & Cheotia
(1994): sus dos ultimos dominios tienen una hebra A divi-
dida en hebra A como tal y hebra A’ y posee también he-
bras C’ de pocos aminoacidos, al igual que lo que sucede
en DM43.

Diferencias funcionales entre DM64 y DM43: Una di-
ferencia importante entre DM43 (Neves-Ferreira et al., 2002)
y DM64 (Rocha et al., 2002), es que la segunda (al igual que
a1 BG) tiene un gap de cuatro amino-acidos (a partir del resi-
duo 220 de DM64) en un loop del tercer dominio que se cree
contiene una de las regiones responsables para el enlace de
hemorraginas por parte de DM43, por lo cual este gap po-
dria explicar en parte la no actividad antihemorragica de
DM64. Con respecto a esto Neves-Ferreira et al. (2002)
dicen que por analogia a los receptores de hormona de cre-
cimiento (de Vos ef al.,, 1992) y prolactina (Somers et al.,
1994), bucles del segundo y tercer dominio de DM43 po-
drian estar formando la superficie de enlace para hemorra-
ginas. Mas exactamente serian los bucles que en DM43
conectan las hebras (residuos): A’con B (113-116), C con C’
(136-138) y E con F (156-158) en el segundo dominio; el
bucle interdominio (188-193); los bucles que conectan las
hebras B con C (216-224), y F con G (270-282) en el tercer
dominio (residuos rojos en figura 4).

Pero la diferencia mas importante entre DM64 y DM43,
es que la primera presenta dos dominios extra, carboxiter-
minalmente, lo cual podria sugerir, segiin Rocha ez al. (2002),

Figura 7. Modelo de DM64 logrado aqui con el sistema SM-DV. Renderizado sin cadenas en laterales, y etiquetado en Corel Draw
12. Aquellas hebras B demarcadas con ? seran discutidas como parte de las limitaciones de un modelo de baja resolucion como este. De
izquierda a derecha los dominios (D): D1, D2, D3, D4 y D5. Las etiquetas corresponden a las hebras esquematizadas en la figura 4.
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que la region anti-miotoxica de DM64 esté localizada en es-
tos dos dominios. Teniendo en cuenta la homologia que
muestran entre si los dominios de las proteinas de la FSIG
(Hood et al., 1985), las altas homologias entre DM43 y DM64
y las similitudes observadas en este trabajo, se puede decir
que los tres primeros dominios de DM43 son homologos a
los tres primeros dominios de DM64 y que los ultimos dos
dominios de las dos proteinas también son homoélogos.

Se podria entonces hacer una especulacion fundada
en todo lo anterior, en el sentido de preguntarse cuales
son los sitios de enlace con la miotoxina de DM64. No es
muy aventurado entonces decir que los sitios de enlace
con la toxina en DM64 son aquellos que unen las mismas
hebras putativas de DM43, pero en los dominios cuatro y
cinco de DM64. Es decir, los sitios de enlace con la
miotoxina en DM64 podrian ser los bucles que unen las
hebras (residuos): A’ con B (302 a 307), C con C’ (327 a
330), y E con F (347 a 354) en el cuarto dominio; el bucle
interdominio (383 a 388); y los bucles que unen las hebras
B con C (410 a 415), y F con G (458 a 473) en el quinto
dominio (residuos rojos en Figura 4). Esta propuesta se
esquematiza en la figura 8.

Siguiendo el mismo razonamiento presentado, se po-
dria hacer también una propuesta sobre los sitios de
homodimerizacién de DM64. Segun Neves-Ferreira et al.
(2002), en DM43 estos sitios serian un parche de
aminoacidos hidrofébicos principalmente de las hebras B
y E. Por lo tanto, en DM64 los sitios de homodimerizacion
corresponderian principalmente a residuos hidrofébicos
de las hebras B (A403, 1404, L405, C407, G409) y E (H437,
A438,V439,F441,1442,1.443) del quinto dominio (cadenas
laterales azules en figura 8).

Cuestiones evolutivas entre DM64 y DM43: Repetida-
mente se ha venido diciendo que las proteinas miembros
de la FSIG surgen por duplicaciéon de dominios homologos
de aproximadamente 100 amino acidos (Alberts et al., 2002;
Hood et al., 1985). De acuerdo a esto, cuando Rocha et al.
(2002) comparan a DM64 con DM43, dejan implicito que la
primera proteina desciende de la tltima. Esto ciertamente
es plausible, pero hay datos que muestran lo contrario.
Por ejemplo la ol BG humana, proteina de cinco dominios,
muestra alta homologia con el receptor Poli-IgR (Ishioka
et al., 1986). ;Estaria esto indicando que las proteinas tipo
DM pertenecen al linaje Poli-IgR de la FSIG? Para relacio-

Figura 8. Putativos sitios de enlace con la miotoxina y sitios de homodimerizacion de DM64. De acuerdo a las homologias mostradas entre
DMo64 y DM43, y siguiendo los datos reportados para esta ultima proteina por Neves-Ferreira et al. (2002), se proponenen, para DM64,
los sitios putativos de enlace con la miotoxina (bucles en rojo), y parte de la superficie de homodimerizacién (cadenas laterales en azul).
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nar esta pregunta con lo que sigue, sera que 0.l BG se pue-
de tomar como una proteina generalizada dentro del grupo
DM vy hacer el papel de outgroup en una filogenia de este
grupo? Ademas de estas cuestiones hay que tener en cuen-
ta las similitudes halladas entre los D2 y D3 de DM43, y los
D4 y D5 de DM64. ;No estaria todo esto indicando que
una proteina como DM43 desciende de una proteina de
cinco dominios como DM64 o a1 BG, via la pérdida de los
primeros dominios para llegar a ser una proteina de tres
dominios? Esto ciertamente iria en contra de lo que dicen
Rocha et al. (2002), pero también hay que tener en cuenta
que es evolutivamente mas parsimonioso, pues solo impli-
caria la pérdida de dominios aminoterminales y la mutacion
de ciertos amino acidos, particularmente aquellos del sitio
de enlace con la toxina. El otro escenario (el que tacita-
mente indican Rocha ef al., 2002), implicaria que se parte
de una proteina de tres dominios, tipo DM43 y que esta
por duplicacion de dominios, termina teniendo cinco. El
problema de este escenario es que implicaria el traslado
del sitio de enlace con la toxina de los bucles ubicados
entre el segundo y tercer dominio, a aquellos ubicados
entre el cuarto y quinto dominio, lo cual a todas luces es
menos parsimonioso que el escenario propuesto en este
trabajo. Para soportar parcialmente el escenario propuesto
aqui, hay que recordar que aunque Hood et al. (1985) dicen
que en la evolucion de los miembros de una familia como la
FSIG predominante se da duplicacidon de dominios, nos re-
cuerda también que ademads se da: mutacion, duplicacion,
delecién e insercidon de exones, genes o incluso familias
génicas completas. Es mas Nei ef al. (1997) llaman a esto el
modelo de nacimiento (duplicacién) y muerte (delecion) de
genes en la evolucion de familias multigen, dentro de lo cual
enmarcan a la FSIG. Esto deja suficientes posibilidades para
que también se dé supresion de dominios, como en el esce-
nario evolutivo alternativo que se propone aqui.

Limitaciones del modelo de DM64 presentado aqui: Sin
embargo, hay que tener presente que el sistema SM-DV
produce modelos preliminares, y como tal, el modelo de
DM64 generado en esta investigacion tiene varias limita-
ciones, una de las cuales es la recuperacion de hebras sos-
pechosas (? en figura 4). Teniendo en cuenta la alta
homologia entre DM64 y DM43, es muy posible que las
hebras B del modelo presentado aqui no equiparables con
las correspondientes de DM43, demuestren limitantes de
modelamiento propias de del sistema SM-DV. Estas hebras
B de DM64 que se salen de la caracterizacion del pliegue
Ig-I (Harpaz & Chothia, 1994; Neves-Ferreira et al., 2002)
son: en el primer dominio -A’?, F” o G?; en el segundo
dominio F'?,-G’?y G’?; y en el cuarto dominio F’?. Tenien-
do en cuenta esto, los dominios de DM64 cuyas hebras [3
mostraron mejor correspondencia con las de DM43, fue-

ron los tres ultimos, pero particularmente el cuarto y el
quinto, pues estos dos fueron los unicos dominios para
los cuales se recuper6 inequivocamente una hebra A’ tipi-
ca del pliegue Ig tipo I. Hay que aclarar que se compararon
las hebras B de los primeros tres dominios de DM64 con
los correspondientes de DM43, y los ultimos dos domi-
nios de DM64 fueron comparados respectivamente con el
segundo y tercer dominio de DM43, teniendo en cuenta
que las proteinas de la FSIG pueden evolucionar por du-
plicacién de dominios homolégos (Hood ef al., 1985). La
Compacidn del cuarto y quinto dominio de DM64 con el
segundo y tercero de DM43, mejor6 ostensiblemente la
identificacion de hebras que al principio parecian dudosas
en el modelo de DM64. Es muy posible entonces que estas
parejas de dominios sean homoélogos (D4 de DM64 con D2
de DM43,y D5 de DM64 con D3 de DM43). Es curioso que
los dominios aminoterminales de DM64 modelados aqui,
son los que muestran mayores homologias con sus planti-
llas experimentales (tabla 3), pero también son aquellos
para los cuales se recuperon mas hebras dudosas, suce-
diendo lo contrario para los dominios carboxiterminales.

Otra de las limitaciones del modelo de DM64 presenta-
do en esta investigacion es su baja resolucion, tomado
este concepto como la cantidad de datos utilizados para
determinar una estructura (Rhodes, 2000) y medida aqui,
entre otros indicadores, como la identidad secuencial en-
tre el modelo problema (DM64) y sus plantillas (%
homologia), y como la desviacion de las coordenandas de
los atomos del modelo problema con respecto a sus plan-
tillas experimentales (precision medida en A RMSD). Segtin
Guex & Peitsch (2009) un modelo puede ser considerado
impreciso si sus coordenadas atomicas no estan dentro de
0.5 A RMSD (Raiz de la Desviacion Cuadratica Media) del
control experimental, que en este caso son las plantillas
explicadas en la tabla 3. De acuerdo a la tabla 8, el modelo
de DM64 presentado aqui muestra un rango de desviacion
de 0.72 a 3.2 A RMSD de las plantillas. Esta baja precision
se explica por la baja homologia entre DM64 y sus planti-
llas (< 30%, tabla 3), pues segun Rhodes (2000) ain mode-
los con homologias del 30-50% con sus plantillas, muestran
RMSDs de hasta 1.5 A.

Ademas del sistema usado (SM-DV), razones por las
cuales el modelo obtenido es de baja resolucion incluyen:
que el programa de modelamiento no logré un modelo que
alinee bien con las plantillas (o estas plantillas experimen-
tales fueron logradas a partir de proteinas que estaban
enlazadas a algun sustrato, mientras el modelo logrado aqui
no) o que durante la minimizacion de energia, las coorde-
nadas del modelo se desviaron de las coordenadas de las
plantillas, lo cual iréonicamente puede reducir la precision
del modelo, pero a la vez mejorarlo (Rhodes, 2000). Y esto
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no seria exclusivo para el proceso de minizacién de ener-
gia, pues durante el proceso de pulimiento de los modelos,
se observo que por ejemplo el arreglo de cadenas laterales
que presentaran choques con otros dtomos de la proteina,
aumentaba la energia potencial, es decir, iba en contra de
lo logrado por el proceso de minizacién de energia (por
eso este se dejo de ultimo). De todo esto se concluye que,
solo tomando dos parametros como son precision y ener-
gia potencial (intereacciones atomicas problematicas), el
arreglar cualquiera de los dos, empeora el otro. Al final
todo esto apunta a que el modelo, por mas que se pula, no
puede sobrepasar las limitaciones del sistema utilizado
(SM-DV), y el producto final (modelo por homologia in
silico) no puede ser mejor que las plantillas experimenta-
les sobre el cual esta basado (Guex & Peitsch 2009).

Sin embargo, estos modelos de “Baja Resolucion”, los
cuales tienen una homologia menor del 70% con sus plan-
tillas, pueden ayudar a: racionalizar experimentos de
mutagénesis dirigida encaminados en la identificacion de
un residuo esencial para un determinado proceso de reco-
nocimiento y enlace con alglin sustrato, en la aproxima-
cion a la dilucidacién de la funcion de una proteina o en la
construccion de estructuras supramoleculares (Contreras-
Moreira et al., 2002; Guex & Peitsch, 1997). También se
podria decir que un modelo de baja resolucion como el
presentado aqui es util para objetivos de docencia, y para
servir como modelo borrador que pueda ser mejorado en
sistemas mas elaborados.

Recomendaciones y futuros desarrollos con respecto
a DM64: Se recomienda entonces que el modelo preliminar
de DM64 logrado en este trabajo, sea mejorado con siste-
mas de mayor resolucion como Insight I o Modeler 9 de
Accelrys (http://www.accelrys.com/products/), o Modeller
(Sali, 2009). Una vez mejorado el modelo, el paso a seguir
podria ser probar los putativos sitios de enlace de DM64
con las miotoxinas, lo cual se puede hacer utilizando la
técnica de Docking en softwares como Insight II.

La profundizacion de estudios como el presentado con
respecto a DM64 puede ayudar a desarrollar terapias anti-
ofidicas mas efectivas y seguras que las actuales (Hains
& Broady, 2000; Lizano ef al., 2003; Neves-Ferreira et al.,
1997, 2000; Pérez & Sanchez, 1999; Soares ef al., 2003;
Thwin & Gopalakrishnakone, 1998; Weissenberg et al.,
1991) y a solucionar patologias en las cuales estén
involucrados disbalances entre PLAs y PLIs como asma,
choques sépticos, inflamacidn, artritis (Soares et al., 2003;
Thwin et al., 2000). DM64 supone ademas un interés com-
binado (Duque-Osorio et al., 2007: terapias anti-ofidicas y
patologias mencionadas), pues esta proteina es capaz de

neutralizar los efectos miotoxicos de las II PLA s (Lizano
et al., 2003) sin afectar su actividad enzimatica (Rocha et
al., 2002), por lo cual seria posible usarla para tratar estos
efectos de los venenos de vipéridos, sin afectar el funcio-
namiento de las PLA,s enddgenas del paciente (Perales
& Domont, 2002), lo cual también la hace prometedora para
el desarrollo de medicamentos anti-inflamatorios. Por todo
esto, el estudio de proteinas como DM64, ademas de ser
cientificamente interesante, también tienen un buen po-
tencial de utilidad practica médica (Duque-Osorio et al.,
2007).

Y como colofén final se confirma entonces la utilidad
del sistema SM-DV como herramienta para la produccion
de modelos preliminares de proteinas por homologia in
silico, a un bajo costo en términos de infraestructura in-
formatica, pues SM-DV es una herramienta gratuita que
funciona con computadores corrientes. Todo esto hace de
este sistema una muy buena opcidn para ayudar al desa-
rrollo de la bioinformatica en nuestros paises.

Material suplementario

El presente articulo es un derivado del informe final del
trabajo de grado de MSc del autor principal (Juan-Fernando
Duque-Osorio: JFDO). La version completa de este trabajo
de grado se puede ver en la direccion del Material Suple-
mentario (http://sites.google.com/site/juanferduque/dm64-
3d-in-silico-suplemento). En este documento, y entre otros
datos adicionales, el lector podra ver los alineamientos de
los modelos problemas con sus plantillas experimentales
(tablas 6 ala 10 de la seccion de Resultados) y en la seccion
de Anexos podra ver las secuencias y demas datos
relacionables con el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de
las proteinas: DM64, DM43 y al BG. Como se dejo entrever
al final la seccién de Mediciones Adicionales de los Resul-
tados, el otro documento incluido dentro del Material Su-
plementario es el ejercicio de evaluacion grafica hecha sobre
el modelo, usando algunas de las opciones que para tal fin
ofrece Deep View. Este documento es introducido por la
explicacion a los principales criterios usados para la evalua-
cion de un modelo como el presentado en este trabajo.
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