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Uso de la biologia computacional para
comparar las estructuras terciarias tedricas
de las formas mas comunes de RHCE y RHD

Estrada Juarez Higinio*

La biologia computacional combina conocimientos
fisicoquimicos, bioquimicos y de biologia molecular
con la mecanica cuantica; nos permite compren-
der las variaciones en el microambiente molecular
y cdmo pequenos cambios quimicos en el pH, la
temperatura o la molaridad pueden afectar las inte-
racciones de las proteinas. Sin embargo, predecir las
estructuras de las proteinas es una tarea extrema-
damente dificil. Los dos problemas principales son
calcular la energia libre y encontrar su minimo global.

Si existen estructuras similares en la biblioteca
PDB, la predicciéon estructural de proteinas se
puede dividir en: modelado basado en plantillas y
modelado libre. El éxito del analisis estructural de-
pende de la determinacién experimental de la es-
tructura de proteinas 6ptimamente seleccionadas
y algoritmos de modelado informatico eficientes.’

Conroy y colaboradores propusieron una de
las primeras estructuras terciarias RhD.? Recien-
temente, algunos estudios han intentado explicar
las variaciones entre las asociaciones dentro del
complejo RhAG-RhD-RhCE>**y la identificaciéon de
variantes débiles de RhD mediante la sustitucion
de aminoacidos (AA).>¢
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El estudio de Cherif-Zahar’ es uno de los mas
influyentes sobre la descripciéon tridimensional
de la proteina RhD. Los estudios que lo utilizan
para explicar las variantes D, sustituyen los AA
mutantes en la estructura secundaria. El esque-
ma de Wagner y Flegel® trata de explicar las
posiciones de los 35 AA que difieren RhCE y RhD
a partir de la estructura secundaria de una sola
proteina. Desde entonces, se ha arraigado en la
medicina transfusional la idea de que los cambios
transmembrana no afectan las asas exofaciales o
que los cambios deberian involucrar a mas de un
AA. Sin embargo, este concepto no considera la
estructura terciaria, ni la interaccién con la mem-
brana (espesor hidrofébico)** y tampoco que el
resultado de cualquier sustitucion de AA afecta
las propiedades fisicoquimicas y la funcionalidad
de la proteina,® por ejemplo, el perfil de solubilidad
de la proteina, hasta el punto de que se altera el
reconocimiento por parte de los anticuerpos. Los
alelos RHCE*ceRT'® y RHCE*ceSL.02"" son ejem-
plos de cémo el cambio de un AA (p.Arg154Thry
p.Ser122Leu, respectivamente) expone epitopos
RhD que normalmente carecen.
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En nuestro trabajo,'? el objetivo fue identificar las
diferencias estructurales tedricas entre las cuatro
formas de RhCE y RhD utilizando herramientas
biolégicas computacionales. Para ello, calculamos
los efectos de las sustituciones de AA en la confor-
macion final de las proteinas Rh, determinando
el perfil fisicoquimico de cada proteina segun el
analisis de hidrofobicidad, potencial electrostati-
co (PE), estructura secundaria y comparacién de
estructuras terciarias. Luego, creamos modelos
3D de RhD y RhCE para comparar las regiones de
proteinas que pueden explicar las diferencias anti-
génicas. Usamos el modelado por homologia que
compara modelos estructurales, que esta directa-
mente asociado con la accesibilidad de plantillas de
proteinas relacionadas. Antes que nosotros, Floch
y colaboradores® utilizaron modelos comparativos
para obtener informacién estructural 3D sobre
variantes de RhD asociadas con la formacién de
anti-D. Sin embargo, mapearon las posiciones de
las diferentes variantes en el mismo modelo es-
tructural. Recientemente, publicaron un trabajo
en el que toman como referencia nuestro modelo.’

Aunqgue las secuencias de las proteinas Rh son
similares en un 91.71 + 0.31%, se distribuyen de
manera diferente en la membrana debido a la
hidrofobicidad de sus AA, de modo que el espesor
hidrofébico de RhCE es mayor que el de RhD, lo que
facilita la interaccion con la RhAG. La unién entre
RhD y RhAG seria menos estable espacialmente
porque dos de los AA estarian fuera de la membra-
na en el caso de RhD. Vallese et al describieron que
el dominio de unién entre la membrana y anquiri-
na-1 tiene tres elementos constitutivos diferentes:
transmembrana (RhCE y AQP1), extra membrana
(dominios de la banda citosélica 3) y adaptadores
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periféricos (proteina 4.2).'* Explican que el hete-
rotrimero Rh es el ancla entre el citoesqueleto y
la membrana a través de la interaccidon entre los
extremos Ny C de RhCE y las primeras cinco repe-
ticiones de anquirina-1."> Curiosamente, Vallese et
al,”* no detectaron RhD dentro de la estructura del
heterotrimero Rh, aunque utilizaron sangre RhD
positiva. Sélo observaron complejos multiproteicos
con RhCE, y explicaron que podia deberse a la di-
versidad del complejo RhAG-Rh o que RhD no esta
asociado con el complejo de anquirina de la banda
3 y, alternativamente, esta asociado con el com-
plejo de unién 4.1R como en los ratones. Nuestros
resultados sugieren que la region hidrofobica de
RHAG mide 34.2 A, es muy similar a la de las cuatro
formas de RhCE, que promedian 33,83 A. Desde un
punto de vista estequiomeétrico, la region hidrofo-
bica de RhD es 11 A mas estrecha (Figura 1); esto
explica que sus bucles exofaciales sean 3.89 veces
mas largos que los de las isoformas RhCE, y el aco-
plamiento con RhAG seria inestable. Varias protei-
nas forman el macrocomplejo de la membrana de
los eritrocitos, cuya estructura cuaternaria resulta
de sus interacciones. Las regiones citoplasmaticas
y transmembrana de las proteinas analizadas estan
conservadas, posiblemente debido a interacciones
con RhAG y anquirina. Los giros exofaciales By y
son las Unicas regiones «libres» definidas por inte-
racciones, siendo el microambiente la region mas
variable de las cinco formas. En la practica, estas
diferencias estan efectivamente presentes porque
los anticuerpos anti-RhD no reconocen las formas
RhCE, y existen diferencias entre estas ultimas que
las hacen especiales (Figura 2).

Es cierto que las estructuras obtenidas experi-
mentalmente son mas precisas. Sin embargo, hay

Figura 1: Vista lateral de la superposicién estructural de Rhce, RhcE, RhCe y RhCE (claro) en RhD (oscuro), a un costado de cada
imagen se indican los valores del grosor hidrofébico (A). En el binomio RhD versus RcE se muestra el desplazamiento de 22° del eje
de RhcE (lineas punteadas) con respecto al de RhD (linea continua).
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Figura 2: Vista superior de las proteinas RhD (gris oscuro) y las cuatro formas de RhCE (blanco). En negro se destacan los epitopes de

cada proteina.

que tener en cuenta que se obtuvieron en condi-
ciones muy controladas, incluso «artificiales», y la
estructura es producto de esas zonas «estresadas».
Aunque los datos de los modelos computacionales
pueden no ser tan precisos, teéricamente es posi-
ble controlar estos cambios. Comparando nuestros
modelos de RhCE con el macrocomplejo del mo-
delo de Vallese, se ajustaron a la estructura RhCE,
mientras que RhD se ajusté a RhAG, indicando que
son proteinas diferentes, confirmando los modelos
obtenidos por biologia computacional.

Las estructuras de RhD y RhCE son diferentes.
Los valores de PE son especificos para cada pro-
teina, lo que significa que se organiza de manera
diferente en el mismo disolvente. Eran de esperar
diferencias conformacionales de los bucles en lon-
gitud y secuencia. Sin embargo, también pueden
ser consecuencia de la flexibilidad conformacional
del polipéptido completamente plegado.

Las diferencias entre RhD y RhCE se explican
tradicionalmente por cambios en cinco AA en las
posiciones 15, 59, 67, 102 y 225 (Esta numeracion
resulta de la remocién de la metionina inicial).”
Destacan dos cambios, el primero en 102 porque es
exofacial y distingue C/c. El segundo es 225 porque
es el Unico cambio en E/e. Sin embargo, nuestros
datos sugieren que estas sustituciones son en la
region transmembrana, pero tienen un efecto
sobre la conformacion exofacial. Asi, cuando se
analizan microdominios y estructuras secundarias,
la diferencia entre Cy c esta en L1 (Ser36-Leu37)y
L2 (Pro101). La diferencia entre los antigenos Ey e
esta en L6 (Val351-Met357). El Rhce es el Unico con
la diferencia L4 (Arg228-Pro230).

Se ha sugerido que el antigeno G esta expuesto
en RhD, RhCe y RhCE, lo cual es causado por la va-
riacion p.Ser102Pro. Nuestros resultados sugieren

que el cambio estructural no se debe a la variante,
sino que es consecuencia de la interaccién con
otros AA, no solo con los AA laterales en la estructu-
ra primaria sino también a través de interacciones
fisicoquimicas con otros en la estructura terciaria,
mas aun con AA de otras proteinas del complejo
(estructura cuaternaria). Sugerimos que este cam-
bio no sea necesariamente en L2 (Phe100-Ser102),
porque los microdominios estructurales y las es-
tructuras secundarias predichas son las mismas
en esa region en las cinco proteinas.

En conclusidon, aunque son genes homoélogos,
las proteinas de las cinco formas Rh se diferencian
por sus particulares propiedades fisicoquimicas.
Creemos que explicar las diferencias en estas pro-
teinas reemplazando selectivamente el modelo
propuesto por Wagner y Flegel no es correcto
porque no permite demostrar las diferencias es-
tructurales entre las variantes Rh.

Utilizando la biologia computacional podemos
modelar estructuras suficientemente precisas y
similares a las obtenidas experimentalmente, lo
que nos permite asumir las diferencias «topoldogi-
cas» que reconoce un anticuerpo. Los fenotipos G+,
RHCE*ceRT+ y RHCE*ceSL.02+, entre otros, prueban
que la variacién en la secuencia AA (estructura prima-
ria) altera conformacionalmente la estructura tercia-
ria. Ademas, las interacciones con las otras proteinas
modifican el ambiente electrostatico, cambiando las
conformaciones espaciales (estructura cuaternaria)
y por tanto el reconocimiento antigénico.
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