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RESUMEN

A la superfamilia de las oL.-macroglobulinas pertenece la 0.,-Macroglobulinay la PZP,
las cuales conforman el subgrupo de las o.-macroglobulinas. Los componentes del
complemento C-3, C-4 y C-5 hacen parte de esta superfamilia y conforman el
subgrupo del complemento. Esta superfamilia tiene en comun varios dominios como:
el tiolester y el Terminal-C, con la excepcion del C-5, el cual carece de este dominio.
Todos estos dominios juegan un papel fisioldgico muy importante, el tiolester como
inhibidor de las proteinasas, uniéndolas de forma covalente al tiolester, la regién
cebadora que es hidrolizada por las proteinas, induciendo cambios conformacionales
en la molécula y finalmente el Terminal-C que contribuye con la eliminacion de los
complejos de la circulacion, uniéndose al receptor LRP/ o,-Macroglobulinas en la
superficie de las células reticuloendoteliales. Este trabajo esta basado en la o.,-
Macroglobulinas como una de las proteinas de esta superfamilia mas estudiada y
ademas se le ha encontrado involucrada en muchas patologias como Alzheimer,
Esclerosis multiple, problemas de coagulacion vy fibrindlisis.

PALABRAS CLAVES
Regién cebadora, cambios conformacionales, estructura, tiolester, dominio de unién
al receptor.

ABSTRACT

oL,—Macroglobulins belongs to the super family and PZP that is part of the sub-group
of the ou,— Macroglobulins. The complement C-3, C-4 and C-5 make up the sub-
group of the complement and new protein CD 109. This super family has several
domains in common as Thiolester and the terminal-C except for C-5 thatis lacking in
the thiolester group. All of these groups play an important physiological role as inhibitors
of proteinases by binding them covalently; the bait region is hydrolysyzed by
proteinases inducing changes in the conformation of the molecules and finally, terminal-
C is exposed at the surface of the protein and contributes to the elimination of the
complexes in circulation by binding them to the receptor LRP/oL,— Macroglobulin at
the surface of the reticuloendothelial cells. This paper deals with the oL ,—macroglobulin,
as one of the groups of - Macroglobulinswhich has been greatly studied and found
to be involved in many pathologies such as; Alzheimers’, Multiple Sclerosis,
Coagulation and Fibrinolitic problems.
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INTRODUCCION

La au,-Macroglobulina (. ,-M), es la proteina
mas representativa de la superfamilia de las
glicoproteinas tioester, esta proteina
pertenece al subgrupo Macroglobulina junto
con la proteina de la zona de gestacion (PZP).

La a,-M es una (glicopreteina
homotetramérica con un peso molecular ~
720 kDa), compuesta por dos pares de
subunidades idénticas de 180 kDa unidas por
puentes de disulfuro y su concentracion
plasmatica es elevada (BIRKENMEIER,
STIGBRAND, 1993); la o ,-M ha sido
catalogada como una proteina inhibidora de
los cuatro tipos de proteasas (serino, metalo,
carboxil y tiol) (SOTTRUP-JENSEN 1989),
también se ha demostrado que afecta la
actividad de citotoxinas con las cuales
interactia (CROOKSTON et al, 1995), y tiene
distintos sitios de unién al péptido R-amiloide,
de esta manera puede influenciar el progreso
de la enfermedad de alzheimer
(METTENBURG et al, 2002). Esta proteina
presenta una secuencia de residuos de a.a.,
los cuales sirven como cebo para las
diferentes proteinasas (BARRET, STARKEY,
1973; SOTTRUP-JENSEN et al; 1989a,
SOTTRUP-JENSEN et al, 1989b); el
rompimiento de un enlace peptidico en esta
region cebadora ("bait region") induce
cambios conformacionales, que permiten
atrapar la proteasa atacante dentro de la
cavidad central de la o.,-M (BARRET et al.,
1979; GONIAS et al, 1982), la proteinasa
puede llegar a ser enlazada de una forma
covalente, como resultado de reacciones de
substitucion nucleofilica que involucra el
enlace tiolester de la o ,-M (SOTTRUP-
JENSEN et al, 1980). EI ultimo cambio
conformacional como consecuencia de la
activacion de la o.,-M ya sea por protedlisis
o por ataque nuclecfilico directo al tiolester

por parte de la metilamina, es la exposicion
en la superficie de los dominios de unién al

Universidad de Pamplona

Bistua Vol. 4 No. 1

receptor LRP/ot,-M (STRICKLAND, 1990).

Este receptor reconoce una secuencia
localizada cerca del Terminal-C de la
subunidad de o.,-M e incluye residuos Lys
en las posiciones 1370y 1374 (HOWARD et
al, 1996; NIELSEN et al, 1996), de esta
manera despejando de la circulacion los
complejos a.,-M-proteinasa por parte de las
células reticuloendoteliales que expresan el
receptor (STRICKLAND et al, 1990;
KRISTENSEN et al, 1990; VAN DIJK et al,
1991). El receptor LRP/ a,-M internaliza
multiples ligandos ademas de los complejos

a.,-M-proteinasas (JENSEN et al, 1988;
MIKHAILENKO et al, 2001), también como
complejos del activador tisular del
plasminégeno y del activador del
plasminégeno tipo urinario con el inhibidor del
activador del plasminégeno tipo |y Il (HERZ
et al, 1992; ORTH et al, 1992).

La superfamilia de las 0. -Macroglobulina o
Proteinas Tioester.

La superfamilia de las o.-Macroglobulinas o
proteinas tioester son glicoproteinas de alto
peso molecular encontradas en la circulaciéon
de vertebrados, huevos blancos de aves y
reptiles (SOTTRUP-JENSEN 1989) y en
algunos insectos (LAGUEUX et al, 2000). Los
factores del sistema del complemento C3, C4
y C5 pertenecen a esta superfamilia, asi como,
i) el subgrupo Macroglobulina (SOTTRUP-
JENSEN 1989)ii) proteinas de insectos en fase
aguda que contienen tioesteres, las cuales
parece que contribuyen a unarespuestainmune
innata similar al complemento contra
infecciones bacterianas (LEVY et al, 2004;
LAGUEUX et al, 2000; LEVASHINA et al, 2001)
y iii) la proteina de superficie celular CD 109, la
cual se encuentra en células hematopoyéticas
(LIN et al, 2002), recientemente se ha
descubierto que esta proteina esta relacionada
con el cancer de pulmoén (HASHIMOTO et al,
2004) y adenocarcinomas endometriales
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(ZHANG et al, 2005).

La caracteristica estructural mas distintiva de
esta superfamilia es la presencia de un
tiolester 3-cisteinil-y-glultamil intracatenario
(LAW, DODDS, 1997; SOTTRUP-JENSEN
1989; LAGUEUX et al, 2000).

El C5 es el unico miembro de esta familia
que no tiene este grupo funcional. El
propdsito primario de este tiolester parece ser,
proveer un mecanismo preparado para la
creacion de un enlace covalente a proteinas
o carbohidratos cercanos.

Este proceso es usualmente desencadenado
por un cambio conformacional inducido por
protedlisis permitiendo una reaccion de
intercambio intermolecular que forma una unién
amida o éster entre un grupo carboxilo del
tiolester y un grupo amino cercano o grupo de
hidroxilos (LAW, DODDS, 1997), por lo
anterior, los miembros de esta superfamilia
pueden considerarse como sofisticadas
proteinas de enlace activadas por una
protedlisis especifica.

Dentro de esta familia que contiene
tioesteres, el subgrupo complemento se
distingue por dos caracteristicas: i) la
presencia de un dominio anafilatoxina de una
longitud ~ 75 residuos de aminoacidos (a.a),
en el Terminal-N de las cadenas o,
comparable con el segmento que sirve como
cebo para las proteinasas de las proteinas
del subgrupo Macroglobulina (SOTTRUP-
JENSEN et al, 1989a) y en el cual las
proteinas de los insectos que contienen
tioesteres presentan una region de alta
variabilidad de secuencia, la cual puede
servirle para expandir su repertorio de
interacciones intermoleculares (LEVY et al,
2004; LAGUEUX et al, 2000) y ii) una
extension del Terminal-C de las cadenas a
con una longitud ~ 150 residuos de a.a.,
conocida como C345C (THAI, OGATA, 2003).
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Ha sido sugerido (BANYAI, PATTHY, 1999)
que este dominio complemento/netrina es
homalogo al dominio Terminal-N del inhibidor
tisular de las metaloproteinasas (TIMPs).

Estructura de la 0.,-Macroglobulina.

La estructura primaria consta de una sola
cadena de 180 kDa que contiene 1451 a.a.
(SOTTRUP-JENSEN et al, 1984b), esta
proteina es un tetramero compuesto de
cuatro subunidades idénticas (HARPEL 1973)
que contiene 24 residuos de medias cistinas,
de los cuales 22 forman 11 puentes de
disulfuro intracatenarios en la estructura
secundaria, los ultimos dos puentes de
disulfuro se forman con otra subunidad en la
estructura terciaria. (SOTTRUP-JENSEN et
al, 1984a).

El contenido total de carbohidratos de la o.,-M
se ha estimado entre el 9-10 %
(SCHONENBERGER et al, 1958; DUNN,
SPIRO, 1967; FRENOQY et al, 1974) formando
ocho cadenas de carbohidratos por subunidad
de a,-M (SOTTRUP-JENSEN et al, 1984b).
Estas cadenas de carbohidratos presentan un
peso promedio de 2.27 kDa, repartidos en 31
unidades por molécula de o.,-M, con una
composicion promedio de 3 residuos de
manosa, 2 de galactosa, 4.7 de N-
acetilgalactosamina, 4.5 de acido sialicoy 0.4
de fucosa (DUN, SPIRO, 1967); sin embargo,
estudios posteriores indican que los residuos
conocidos de Asn en esta proteina presentan
grupos de carbohidratos basados en
glucosamina (SOTTRUP-JENSEN et al,
1984b).

Cada subunidad de monémero de o.,-M
contiene una region sensible a las proteasas
en la mitad de la misma; este dominio es
conocido como "Bait Region" (HARPEL,
1973; BARRETT, STARKEY, 1973;
STARKEY, BARRETT, 1973) y un sitio
tiolester en los aminoacidos 949-952 en una
region altamente conservada **°Cys-Gly-Glu-
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Figura 1. Diagrama del dimero de la o ,-Macroglobulina, la cadena polipeptidica se encuentra unida por
dos puentes de disulfuro en forma antiparalela; los dominios bait region y tiolester se encuentran cerca
de la cavidad central de la estructura, el dominio de unién al receptor se encuentra en la regién del
Terminal-C de cada subunidad. Tomado de KOLODZIEJ SJ et al. 2002.

GIx%2 (SWENSSON, HOWARD, 1979:;
HOWARD, 1981; SOTTRUP-JENSEN et al,
1984b).

El diagrama de dos monomeros de o ,-M
nativa que forman la estructura terciaria de
esta proteina se aprecia en la Figura 1.

La “Bait Region” de la 0t ,-M

La "Bait Region" se encuentra localizada entre
los residuos de a.a. 660-700, es el dominio
de la a,-M que presenta una mayor
variabilidad al compararse con la glicoproteina
sérica homologa PZP (SOTTRUP-JENSEN
et al, 1989a). La mayoria de los sitios en la
a,-M susceptibles a un rompimiento
proteolitico estan limitados a una serie de

residuos de aminoacidos se encuentra entre
681-686 y 696-700.

Hasta el momento, todas las proteinasas
conocidas que escinden la "bait region" de la
PZP, también rompen la "bait region" de la
a.,-M, por ejemplo: la elastasa pancreatica
porcina (SOTTRUP-JENSEN et al, 1981),
papaina, quimotripsina bovina y subtilisina
(MORTENESEN et al, 1981), colagenasa de
fibroblastos humanos (SOTTRUP-JENSEN
et al, 1984a), proteasa del S. aureus (HALL
et al, 1981), cruzipaina (RAMOS et al, 2002)
y termolisina. Algunas proteasas escinden

la "bait region" de la 0.,-M, pero no la de la
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PZP, por ejemplo: plasmina, trombina y
tripsina (SOTTRUP-JENSEN et al, 1981), lo
cual indica que el disefio de inhibicion las dos
o.-Macroglobulinas puede variar. Analisis por
espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) demostraron que la "bait
region" de cada mondémero eran
inusualmente flexibles (GETTINS,
CUNNINGHAM, 1986; ARAKAWA et al, 1986)
y que se encontraba cerca (10-17 A)ala Cys
del tiol ester en la proteina transformada
(GETTINS et al, 1988). Bowen, Gettings, en
1998, por medio de mutaciones especificas
y expresion de ,-M recombinantes
evidenciaron que las cuatro "bait regions"
presentes en la o -M estan involucradas en
la asociacién dimero-dimero y en la
mediacion de los cambios conformacionales.
Husted et al, en 2002 descubrieron un nuevo
puente de disulfuro en la region cebadora de
la au,-M del cangrejo herradura americano
(Limulus polyphemus)

El Tiolester de la 0. -M

El tiolester se encuentra en el centro de una
region altamente conservada entre los
residuos de aminoacidos 943-969. El tiolester
esta formado entre °°Cys y GIx®%?
(SWENSSON et al, 1979; SOTRRUP-
JENSEN et al, 1989a; HOWARD 1981), tal
como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Enlace tiolester.

Existen tres formas conocidas para escindir
del tiolester i) mediante el rompimiento de la
"bait region" y la union covalente de la enzima
al grupo carboxilo del y-glutamato, ii)
rompimiento del tiolester por pequefios
nucleofilos como la metilamina, iii) mediante
la desnaturalizacion de las proteinas
generando la formacién de un residuo interno
piroglutamil, seguido de reacciones
secundarias.

Este rompimiento genera la formacién de
fragmentos de 20 y 60 de residuos de a.a.
(HARPEL etal. 1979; SOTTRUP-JENSEN et
al, 1980; HOWARD et al 1980), los
mecanismos 1y 2 generan un grupo sulfhidrilo
libre.

Estudios sobre la cinética del rompimiento del
tiolester por nucledfilos han demostrado que los
cambios conformacionales ocurren
cooperativamente después que los dos tiolester

y una mitad de tetramero de la a.,-M ha sido
escindida (STRICKLAND et al, 1984).

Suda et al, en 1997, descubrieron que la Asn'%6°
presente en el hexapéptido SGSLLN juega un
papel importante en la formacion y reactividad

del tiolester presente en la o,-M humana.

Estudios sobre la cinética de incorporacion no
proteolitica de un ligando protéico a la a,-M

térmicamente activada, confirmaron que el
enlace tiolester es modificado hacia un "estado
naciente" para posteriormente sufrir el ataque
nucleofilico (ADLAKHA et al, 2001).

Recientemente (ARNOLD, 2006) demostro que
60
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el tiolester de la a,-M no interviene en la union
de esta proteina a las lectinas.

Dominio de unién al receptor

El domino de unién al receptor se encuentra
ubicado en la region del Terminal-C de la
proteina, su importancia radica en el hecho que
esta region realiza el contacto directo con el
receptor LRP/a.,-M, el cual elimina los

complejos oL-Ms-proteinasa de la circulacion
(CHIABRANDO et al, 2002). Un fragmento del
Terminal-C, con un peso molecular de 18 kDa,
se ha obtenido por el rompimiento especifico
de la 0.?-M con papaina y este fragmento es
capaz de unirse afibroblastos con afinidad dos
veces menor en magnitud que el complejo
intacto a.,-M-proteinasa (SOTTRUP-JENSEN
et al, 1986), la protedlisis ocurre entre *"3Lys-
Glu''* produciendo un fragmento con 138
residuos de a.a., incluyendo un puente de
disulfuro y una cadena de oligosacaridos. Se
han desarrollado varios métodos para el
aislamiento del Terminal-C de la o ,-M,
(JENSEN et al, 1996; ARBELAEZ,
STIGBRAND T, 1997), mediante la
modificacion de este ultimo método se ha
logrado obtener el Terminal-C de la o ,-Menun
tiempo de 5 minutos con un 88% de
recuperacion.

La estructura cristalina de este dominio se ha
realizado a partir de a,-M bovina,

demostrandose que el domino contiene dos OL-
hélices y nueve hojas plegadas 3 (JENNER et
al, 1998) en humanos estudios realizados por
espectroscopia RMN, demostraron que este
dominio presenta estructuras con a-hélicesy
hojas 3 plegadas (HUANG et al, 1998; HUANG
et al, 2000). Estudios inmunohistoquimicos
desarrollados por GUNNARSSON etal., 2000a,
descubrieron variantes conformacionales en el
Terminal-C.
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Cambios conformacionales de la Ot ,-M

La variacion en la movilidad electroforética de
la ou,-M fue por primera vez detectada por
Barret et al, 1979, cuando el tiolester o la "bait
region" de la o ,-M fueron escindidos por
meltilamina o proteinasas respectivamente, los
derivados de la 0. ,-M migraron mas rapido que

la oL -M original en un gel de electroforesis
PAGE nativo.

Estas diferencias en la movilidad han sido
denominadas como "cambios
conformacionales". Estudios adicionales han
sido realizados, tales como electromicrografias
(SCHRAMM et al, 1982; FELDMAN et al, 1985)
y dispersion de rayos X de angulo pequefo
(BRANEGARD et al, 1982) han revelado una
reduccién en el tamario de la o.,-M seguido del
tratamiento con proteinasas (FELDMAN et al,
1985). Feldman et al, propusieron un modelo
de la estructura de la o.,-M nativa y o,-M
tratada con metilamina y proteinasas.

Otros estudios electromicroscopicos
extensivos  confirmaron similitudes
significantes en el modelo de Feldman
cuando se comparo con los resultados
electromicroscopicos (TAPON-
BRETAUDIERE et al, 1985; DELAIN et al,

Bistua Vol. 4 No. 1

1988, 1992) en el cual la o,-M nativa fue
presentada como dos bloques sobrelapados
en forma de S abultada y girada, permitiendo
un espacio comun en la mitad del tetramero,
generando un disefio de la molécula en forma
de "Dona". La reaccion de la a.,-M con
proteinasas y metilamina transforman la
forma de "Dona" a una molécula parecida de
una H (Figura 3).

Los cambios involucrados en la exposicion
del dominio de uniodn al receptor no son bien
entendidos, sin embargo, se han propuesto
modelos, uno conocido como "cilindro hueco”
propuesto por Feldman et al, 1985, cuyas
bases fueron propuestas para estar abierto
o cerrado en los estados nativo o
transformado, el otro modelo propone que la
molécula esta sujeta a una elongacién que
permite la exposicion del dominio de unién al
receptor (GONIAS, FIGLER 1989; MARSHALL
et al, 1992); sin embargo, el uso de la
microscopia inmunoelectronica (DELAIN et
al, 1992) propone que la exposicion de los
dominios de unidn al receptor se deben a un
"desenrrollamiento” en cada subunidad
dimérica, este ultimo estudio ha sido
confirmado por otros (BOISSET et al, 1996;
QAZI et al, 1999; KOLODZIEJ et al 2002).
Jensen et al, en 1993, estudiaron y
compararon los cambios conformacionales

Vista fromtal

Vista fateral

{Forma de H)

Vista posterior

.

Figura 3. Representacion del relieve la estructura del complejo o -Macroglobulina-quimotripsina, se
aprecia claramente forma de H del tetramero de la proteina debido a la exposicién de los cuatro dominios
de unién al receptor como consecuencia del rompimiento de la regién cebadora y posterior activacion
del domino tiolester por parte de la proteasa. Tomado de KOLODZIEJ SJ et al. 2002.
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de la a,-M y PZP por medio del analisis del
cambio en la hidrofobicidad de la superficie
de la proteina, encontrando que estos
cambios estan relacionadas con el grado de
"atrapamiento”.

Gunnarsson et al, 2000a, desarrollaron
estudios con anticuerpos monoconales
utilizando técnicas de ELISA y BlAcore,
determinaron una region especifica dentro del
dominio de uniodn al receptor y la llamaron
"switch region" compuesta por 300 residuos
de a.a 3"Glu-Ser'**?, la cual es clave en la
generacion de cambios estructurales.

Papel biolégico de la 0. ,-M

La alta concentracion persistente de la o.,-M
en suero humano a través de la vida y el
hecho que esta proteina pueda ser escindida
en la "bait region" por las cuatro clases de
proteinasas (BARRET et al, 1973) son las
observaciones sobre las cuales el papel
biolégico de la o ,-M como inhibidor de
respaldo de proteinasas ha sido propuesto.

La interaccién de a.,-M con varias
serinoproteinasas como plasmina, tripsina,
quimotripsina (HOWELL et al, 1983; HARPEL
1973) trombina (DANGOTT et al, 1982;
SCHMIDT et al, 1989; HARPEL 1973) y
kalicreina (OGATA et al, 1993) ha sido
reportada.

Plasmina y trombina son importantes
componentes dentro del sistema de
coagulacion y fibrindlisis. Plasmina es inhibida

por & ,-M y el inhibidor o ,-antiplasmina
(HARPEL 1977), el mecanismo de

interaccion entre o.,-M y plasmina ha sido
también estudiado y comparado con el que

se sucede en la interaccion entre o-M y
tripsina (CHRISTENSEN et al, 1989).

La interaccion de plasmina y tripsina ha sido
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estudiada in vivo e in vitro y estas proteasas
fueron encontradas que se unen
diferencialmente a la . -M dependiendo de
la concentracién de las proteinasas (ROCHE,
P1ZZ0O, 1988). La interaccion de trombina con
a -M fue determinada por la exposicion de

grupos sulfhidrilo de la a,-M (STRAIGHT
1984). La significancia en la interaccion de la
plasmina con . -M, es de mucha importancia
teniendo en cuanta los diversos efectos que

la plasmina puede ejercer en los sistemas
biolégicos.

El sustrato de la plasmina no solo es el
fibrinbgeno y/o fibrina, la plasmina esta
también involucradas en los siguientes
sistemas i) degradacion de glicoproteinas de
la matriz extracelular y de la estructura de la
membrana (JONES et al,1980; LIOTTA et al,
1981; SILVERSTEIN et al, 1986), ii)
degradacion de los factores de crecimiento y
péptidos de senal tales como la activacién
de las formas latentes de TGF 3-1 e interferon
Y (LYONS et al, 1988; GONIAS et al, 1989) y
iii) activacion de las formas proenzima de
matriz metaloproteinasas (DESRIVIERES et
al, 1993). a -M enlaza diversas citokinas
(PHILIP, O'CONNOR-McCOURT, 1991; LIN
et al, 1991; KURDOWKA et al, 2002), por un
mecanismo que requiere cambios
conformacionales (BORTH, 1992), multiples
estudios reportan la relacion de esta proteina
con el factor de crecimiento TGF-3, Web et
al. en el 2000 descubrieron una secuencia
de 16 residuos de a.a. en la a,-M
responsable de la unidon de esta proteina al
TGF-B3, por otra parte se han desarrollado
estudios sobre la relacion de esta proteina
con la enfermedad de Alzheimer,
especialmente con el péptido 3-amiloide (QIU
et al, 1996; METTENBURG et al, 2002;
METTENBURG, GONIAS, 2005).
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Algunos estudios han demostrado que la o,-M une de forma covalente a varias matriz
metaloproteinasas (WERB et al, 1974; SOTTRUP-JENSEN et al, 1989 b; ARBELAEZ LF et
al, 1997), demostrando una posible interaccion entre estas proteinasin vivo. Varios sindromes
y estados patoldgicos han sido relacionados con esta proteina por ejemplo: esclerosis multiple;
aberraciones conformacionales en la o -M limitan la capacidad de esta proteina para eliminar
proteinasas sistémicas (GUNNARSSON et al., 2000b). En el caso de la artritis reumatoidea,
a.,-M afecta el nivel de citoquinas involucradas en el proceso inflamatorio (WU, PIZZO et al,
2001; LIU et al, 2001).

En animales se han desarrollado estudios en los cuales se evidencia que esta proteina sirve
como inhibidor del virus de influenza A (RYAN-POIRIER, KAWAOKA 1991, 1993) de esta
manera ampliando el campo de accion bioldgico de esta proteina.
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