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Presentacion de la unidad

Como lo revisaste en las unidades anteriores, hoy en dia contamos con una vasta
cantidad de informacién a partir de genomas ya secuenciados de diversas especies. Esta
informacién es (til para inferir la secuencia de aminoacidos de una proteina con base en
el codigo genético a partir de la secuencia de nucleétidos.

En la actualidad disponemos de la secuencia de millones de proteinas basadas en la
traduccion tedrica a través de secuencias de DNA. Es por eso que para el analisis
eficiente de toda esta informacién se necesitan algoritmos y sistemas de computo que
sean de utilidad para poder predecir la estructura de una proteina, su funcion, la
interaccion con ligandos y/o sus posibles ancestros evolutivos.

En esta unidad se presentan algunas herramientas bioinformaticas para el analisis de las
secuencias de proteinas.

La identidad de una proteina esta determinada por su estructura primaria, es decir, su
secuencia de aminodacidos. Si bien los métodos experimentales que permiten la
secuenciacién de proteinas han sido de mucha importancia para poder caracterizar
algunas proteinas, en la actualidad la mayor parte de las secuencias de proteinas
proviene de su inferencia a partir de la secuencia de nucledtidos de los genes que
las codifican (Jiménez y Merchant, 2003).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que no siempre es posible predecir con
certeza a partir de la secuencia de acidos nucleicos las caracteristicas de una proteina.
En algunos casos las modificaciones que éstas sufren después del proceso de traduccion
son fundamentales para su funcién (Reece, 2004).

En muchos casos la vasta informacién que se tiene en las bases de datos permite hacer

inferencias estructurales y funcionales con base a lo que ya se conoce para otras
proteinas con secuencias similares.
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Propositos de la unidad

e Distinguir el tipo de informacion que se puede adquirir a partir del andlisis de
secuencias de amino&cidos.

¢ Analizar la secuencia de aminoacidos y su relacién con la estructura y funcién
bioldgica de una proteina.

¢ |dentificar herramientas bioinformaticas para llevar a cabo la prediccion de la
estructura de una proteina y para conocer sus caracteristicas fisicoquimicas.

Competencia especifica

SABER >

Interpretar el contenido de secuencias de aminoacidos para determinar la
aplicacion practica de las herramientas moleculares a través del empleo
de software.
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3.1. Conversion de lainformacion del ADN a aminoacidos

En la unidad anterior utilizaste algunas herramientas bioinforméticas para el andlisis de
secuencias de nucleétidos, ahora, en la presente unidad nos enfocaremos al estudio de
secuencias de aminodcidos, para ello es fundamental revisar como podemos hacer la
conversion de la informacion contenida en el genoma a secuencias de aminoacidos que
dan origen a las proteinas.

En las bases de datos se pueden encontrar secuencias de DNA generalmente agrupadas
en tres tipos: secuencias de ADN gendémico, ADN complementario (ADNc) o ADN
recombinante (Westhead, Parish y Twyman, 2002). Como su nombre lo indica el ADN
genomico es la secuencia obtenida directamente del genoma y por lo tanto contiene
genes que codifican para proteinas. Sin embargo, es importante recalcar que en el caso
de los organismos eucariontes el ADN gendmico incluye tanto exones, que son las
secuencias codificantes, como intrones, ademas de elementos regulatorios y ADN
intergénico. Un ejemplo es el caso del genoma humano en donde solamente el 3 % de la
secuencia del ADN gendmico corresponde a genes que codifican para proteinas (Reece,
2004).

El ADNc corresponde a la secuencia de ADN que se obtiene de la transcripcidn reversa a
partir de ARNm, por lo tanto el ADNc constituye solamente las secuencias que codifican
para proteinas (Figura 1). Una de las ventajas de utilizar la secuencia de ADNc es que
debido a que proviene de la secuencia del ARN mensajero se pueden identificar genes
gue serian mas dificiles de encontrar partiendo del ADN gendémico y por lo tanto se facilita
el estudio de las secuencias que codifican para proteinas.

Por ultimo, el ADN recombinante corresponde a las secuencias de vectores como
plasmidos que se utilizan como herramientas en la Biologia Molecular y que revisaste en
la unidad anterior.

ADN

l Transcripcién

| ARNm |

l Transcripcién inversa

Figura 1. Representacion de los procesos de transcripcion y transcripcién inversa.
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De acuerdo al dogma central de la Biologia Molecular que revisaste en la Unidad 1, la
informacién que esta contenida en el genoma, en la secuencia ADN, debe de pasar por el
proceso de transcripcion, para dar un ARN mensajero (ARNm) y éste después es
traducido a proteinas. La manera de poder establecer una equivalencia entre la
informacién contenida en el ADN, en el ARN y en las proteinas es el c6digo genético.
Mediante el codigo genético se puede explicar que las cuatro bases nitrogenadas que
conforman el ADN: Adenina, Timina, Citosina y Guanina son suficientes para especificar a
20 aminoacidos con los que se construyen las proteinas. Esto es posible, ya que cada
secuencia de tres nucledtidos en el ARNm constituye un codén o triplete que a su vez
corresponde un aminocido especifico o a la terminacion de la cadena polipeptidica. En la
figura 2 se muestra el cédigo genético, donde se observa que cada uno de los codones
(tripletes de bases nitrogenadas) corresponde a un aminoacido especifico. Existe un total
de 64 tripletes diferentes de los cuales tres no especifican ningln aminoéacido, sino que
indican la terminacion de la cadena polipeptidica, en tanto que el codén AUG indica el
inicio ademas de que especifica al aminoacido Metionina.

Segunda base
u C A G
Ul Phe UUU | Ser UCU | Tyr UAU Cys UGU U
Phe UUC | Ser UCC | Tyr UAC Cys UGC C
Leu UUA | Ser UCA PARO UAA | PARO UGA | A
Leu UUG | Ser UCG | PARO UAG | Trp UGG G
C|LeuCUU |ProCCU | His CAU Arg CGU U
LeuCUC | ProCCC | HisCAC Arg CGC C
Leu CUA | ProCCA | GInCAA Arg CGA A
Leu CUG | Pro CCG | GInCAG Arg CGG G
Al lle AUU Thr ACU Asn AAU Ser AGU U
lle AUC Thr ACC | Asn AAC Ser AGC C
lle AUA Thr ACA Lys AAA Arg AGA A
Met AUG | Thr ACG | Lys AAG Arg AGG G
§ (inicio) 7
2 [GValGUU |AlaGCU [AspGAU |GYGGU |U %’
5 ValGUC | AlaGCC | Asp GAC Gly GGC Cl 3
g Val GUA | AlaGCA | Glu GAA Gly GGA A %
o Val GUG | AlaGCG | Glu GAG Gly GGG Gl F

Figura 2. Cédigo genético.

Una de las caracteristicas del codigo genético es que es “universal” lo cual implica que
un determinado triplete o coddn lleva informacion para el mismo aminoacido en diferentes
especies, sin embargo hay algunas excepciones en el caso de algunos protozoarios y en
los cédigos genéticos de organelos celulares (Hartl y Jones, 1998).
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Las técnicas de ingenieria genética que permiten introducir ADN de un organismo en otro
con el objetivo de que el organismo huésped sintetice proteinas de interés, son exitosas
en parte porque el codigo genético es universal, lo que permite que, por ejemplo, se
pueda llevar a cabo la sintesis de proteinas humanas en sistemas bacterianos como
E.coli.

Otra caracteristica del codigo genético es que es degenerado, lo cual significa que
algunos aminoacidos estan codificados por uno o méas codones diferentes (Hartl y Jones,
1998).

Cuando se lleva a cabo la traduccién del ARNm para la sintesis de una proteina, la lectura
del codigo genético se realiza de tres en tres bases a partir de un punto de inicio. El sitio
donde se inicia la lectura es muy importante ya que de esto dependera que la traduccion
se realice de manera correcta. Se le llama marco de lectura a la seccion de ADN o ARN
que contiene la informacion para hacer una proteina completa. Una seccion de lectura
comienza con un codon de inicio (AUG) y termina con uno de paro (UAA, UAG o UGA),
de tal manera que si se afiade o0 se pierde un nucleétido se altera el marco de lectura 'y
por lo tanto se modifica la secuencia de aminoacidos. Por esta razon, cuando se quiere
expresar por ingenieria genética alguna proteina a partir del gen que la codifica es
fundamental contar con el marco de lectura correcto.

En una molécula de ADN de doble hebra, hay 6 posibles marcos de lectura, tres en
direccion hacia adelante y tres en direccién reversa dependiendo de dénde se comience a
leer (Brown, 2000). Si estamos leyendo una secuencia de ADN desde el primer caracter
entonces el marco de lectura es +1; si se empieza desde la segunda posicion entonces el
marco de lectura es +2, y si se comienza desde la tercera entonces el marco de lectura es
+3.

Para la secuencia complementaria, si se empieza a leer desde el primer caracter,
entonces el marco de lectura es -1; -2 si se comienza desde la segunda posicién vy el
marco de lectura es -3 si se inicia con la tercera posicion. En el caso del ARN, ya que éste
es de cadena sencilla solo existen tres posibles marcos de lectura. A continuacion se
muestra un ejemplo de como poder obtener la secuencia de aminoacidos de una proteina
a partir de conocer la secuencia del ADN.

En este caso utilizaremos el ejemplo de una lipasa la cual fue aislada a partir de una cepa
termofilica de la bacteria Anoxybacillus flavithermus (Chis et al., 2013). La secuencia del
gen que codifica para esta lipasa esta registrada en la base de datos del GenBank con el
ID: JX494348.
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Ingresa a la base de datos de www.ncbi.nlm.nih.gov como lo aprendiste en la Unidad 1 y
localiza la secuencia de ADN del gen de la lipasa guiendote con el ID.

€« 2 C B https//www.ncbinim.nih.gov/nuccore/IX494348 big
Nucleotide Nucleotide < || [ search |
Limits  Advanced Help
Display Settings: () GenBank
Change region shown )
Anoxybacillus flavithermus strain T1 esterase gene, complete cds
GenBank JX494348 1 .
FASTA  Graghics Customize view -
Analyze this sequence &
1OCUS JX424348 741 bp DNA linear BCT 17-OCT-2012 Run BLAST
DEFINITION Anoxybacillus flavithermus strain T1 esterase gene, complete cds.,
ACCESSION  JX494348 Pick Primers
VERSTON JK494343.1 GI:408776521
HEYHORDS X Highlight Sequence Features
SOURCE Enoxybacillus flavithermus Find in this Sequence
ORGANISM A bacillus flavithermu
Bacteria; Firmicutes; Bacilli: Bacillales; Bacillacsae;
Anoxybacillus. : . -
REFERENCE 1 (bases 1 to 741) Related information
AUTHORS  Chis,L.M., Hriscu,M.L., Bica,A., Rona,G., Vertessy,B. and Protein
Irimie,F.D. ) ) ) Taxonomy
TITLE Molecular cloning and characterization of a thermostable
esterase/lipase produced by a novel Anoxybacillus flavithermus
strain
JOURNAL  Unpublished Recent activity =
REFERENCE 2 (bases 1 to T41) Ty i Clear
AUTHORS  Chis,L.M., Hriscw,M.L., Bica,A., Rona,G., Vertessy,B. and =
Irimis, F.D. B Anoxybacillus flavithermus strain T1
TITLE Direct Submission esterase gene, complete cds Nudlestide
JOURNAL  Submitted (15-AUG-2012) Biochemistry and Biochemical Enginesering, Q1D JK494348 (0)
Babes-Bolyai University, Faculty of Chemistry and Chemical ) [—
Engineering, 11, Arany Janos S5t., Cluj-Napoca £00028, Romania
FEATURES Location/Oualifiers ‘Q  GenBank ID : JX494348 (0}

Una vez que encontraste la informacion de la lipasa/esterasa obtén la secuencia de ADN
en el formato FASTA.

- (e https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4087765217report=fasta B e

NCBI  Resource: How To
Nuclectide Nucleotide v || i search |
Limits  Advanced Help
Display Settings: () FASTA
Change region shown =)
Anoxybacillus flavithermus strain T1 esterase gene, complete cds
GenBank JX494348 1 .
GenBank  Graphics SIS UoT x
>gi]408776521|gb|JX424348. 1| Rnoxybacillus flavithermus strain T1 esterase gene,
complete cds -
ATGATGRAGATGATTCCCCCACARCCGTTTACGTTTGARGCTGETGAGCGEECTGTTITATTATTGCATE Analyze this sequence =
GATTTACTGEARACTCIGCCEATETECECATGCTIGRECETTTITTACAATCARRAGGATATACETETCA Run BLAST
TGCGCCGATTTACAARGGGCATGGCGTGCCGCCCGAAGAGCTCGT TCATACCGGTCCAGARAGATIGGIGE
CARGACGTCATAAACGCTTATGAACATTTARARCAARARCATGAARARRTCECTGTTGTTEEATTATCGE Pick Primers
TIGGCEGTGTGTTTICGTTARAACT TGGCTATACTGTICCTGTIGTCGECATCGTECCGATGTGTGCGCT Highlight Sequence Features
GATGTATATTARAAGCGAACAGACGATGTAT TTTTAGCGTACGCTCGCGAATATARAARGCGR
GALGGARAAAGT GAAGACCARATCEAACET GARAT GETGEAGT ITGCEARARCGCCEATGARRACATTAR Find in this Sequence
AAGCATTGCARCAACTTATTGCCEARGTECGCGATCATTTAGATTTCATTTATGCACCTGTTTTTGICET
GCAAGCGCGCCATGATGACATGATTAACCCAGATAGTGCARATATTATTTAT! CGRATCTCCE
GTAAAGCARATGARATGGTATGAGEAGTCAGGECACGTCATTACGCTTGATARGGARAARGAGCARTTAC Related information -
ATGAAGACATTTATGCATTTTTAGAATCATTAGATTGETGA
Protein
Taxanomy
Recent activity =
Tum Off Clear
Your browsing activity is empty.

Universidad Abierta y a Distancia de México


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

U 3 Bioinformatica
Analisis de secuencias de aminoacidos

Ya que tienes tu secuencia ahora abre la herramienta de TRADUCCION de la plataforma
de EXPASY ingresando en la direccién http://web.expasy.org/translate/. Una vez abierta la
siguiente interfaz copia y pega la secuencia de ADN del gen de interés.

n

&« C' [ web.expasy.org/translate/ B9y

E[‘EXPASY Translate Heme | Contact

Translate tool

Translate is a tool which allows the translation of a nucleotide (DNA/RNA) sequence to a protein sequence.

Please enter a DNA or RNA sequence in the box below (numbers and blanks are ignored).
ATGATGAAGATGATTCCCCCACARCCETITACCTITIGARGCIGETGAGCGEECTCTITITATIATTGCATG
GATTIACTGGARACTCTGCCGATGTGCGCATGCTITGAGCGTITITTACAATCARAAGGATATACGIGICA
IGCGCCGATTTACAAAGGECATGGCEIGCCGCCCGAAGAGCTICGTITCATACCGGTCCAGAAGATTGETGGE
CARGACGTCATARRCCCTITATGARCATTTARRACARARACATGRARRRAATCECTCITGTIGGATTAICGC
TTGECGETGIGITITCGTI TARAACTTGGCTATACTGTICCTGTIGTCGGCATCGIGCCGATGTGTGCGCC
CATGTATATTARARGCGRACAGRACGATGTATGRRGCGAGTITTAGCGTACGCTCGCCARTATARRRAGCGA
GAAGGAARARGTGAAGACCARATCGARCGTGAAATGGTGGAGTTTGCGAARACGCCGATGARRACATTAR
AAGCATTGCAACAACTTATTGCCGAAGTGCGCGATCATTTAGATTITCATTTATGCACCTGTITITGTICGT
GCAAGCGCGCCATGATGACATGATTAACCCAGATAGT GCARATATTATTTATAACGGCGTCGAATCTCCG
GTAAAGCAARTGARATGGTATGAGGAGT CAGGGCACGTCATTACGCTTGATAAGGAARARGAGCAATTAC
ATGAAGACATTTATGCATTTTTAGAATCATTAGATIGETCA

Output format: | Verbose ("Met”, "Stop”, spaces between residues) ¥
Genetic code’ | Standard M

or | TRANSLATE SEQUENCE

Selecciona “TRANSLATE SEQUENCE” para hacer la traduccién de la secuencia de ADN
a proteina.

En la siguente interfaz aparecen las secuencias de aminoacidos y en color rosa se
observan los 6 posibles marcos de lectura para la secuencia que seleccionaste. Como se
menciond anteriormente los marcos de lectura corresponden a las 6 diferentes
posibilidades de lectura de la secuencia de ADN en tripletes.

Universidad Abierta y a Distancia de México
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« C' | [} web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa By =

a!’EXPASy Translate Home | Contact

Translate Tool - Results of translation
Open reading frames are highlighted in fed: Please select one of the following frames - in the next page, you will be able to select your initiator and refrieve your amino acid sequence:

5'3' Frame 1

MetMet K MetIPPQPFTFEAGERAVLLLHGFTGNSADVRMetLGRFLQSKGYTCHAPIYKGHGVPPEELVHTGPEDWWQDVINAYEHLKQKHE
KIAVVGLSLGGVFSLKLGYTVPVVGIVPMetCAPMetYIKSEQTMetYEGVLAYAREYKKREGKSEDQIEREMetVEFAKTPMetKTLKALQQLIA
EVRDHLDFIYAPVFVVQARHDDMetINPDSANIIYNGVESPVKQMetKWYEESGHVITLDKEKEQLHEDIYAFLESLDW Stop

53" Frame 2

Stop StopRStop FPHNRLRLKLVSGLFYYCMetDELETEP MetCACLGVEYNQKDIRVMetRRETKGMetACRPKSSFEIPVQKIGGKTS Stop TL MethNi
Stop NKN MetKKSLLLDYRLEAVCER StopNLAILFLLSASCRCVRRCILKANRRCMetKEE StopRTLANIKSEKEKVKTKSNVKWWSLRKRR Stop
KHS8topKHCNNLLPKCAIIStop!SFMetHLELS CKRAMetMetT Stop LTQIVQILFITASNLR Stop SK Stop NG MetRSQGTS LRLIRKKSNY Met KTE Met
HE|Stop NH Stop 1 G

5'3' Frame 3

DEDDSPTTVYV Stop SW StopAGCFIIAWIYWKLCRCAHAWAFFTIKRIYVSCADLQRAWRAARRARSYRSRRLVARRHKRLStopTFKTKT
StopKNRCCWIIAWRCVFVKTWLYCSCCRHRADVCADVY StopKRTDDV StopRSFSVRSRIStopKARRKKStopRPNRT StopNGGVCENADENI
KSIATTYCRSARSFRFHLCTCFCRASAP Stop StopHD Stop PR Stop CKYYL StopRRRISGKANE MetV Stop GVRARHYA Stop Stop GKRAIT StopRH
LCIFRIIRLYV

3'5' Frame 1

SPIStop StopF StopKCINVF MetStopLLFFLIKRNDVP StopLLIPFHLLYRRFDAVINNICTIWVNHVIMetARLCHDKNRCINEI Stop MetlAHEGNKLL
QCEStopCFHRRFRKLHHFTFDLVFTFSFSLFIFASVR StopNSFIHRLFAFNIHRRTHRHDADNRNSIAKF StopRKHTAKR StopSNNSDF F Met
ELE Stop MetEISVYDVLPPIEWTGMetNELECRHAMetPEVNRRMetTRISE Stop L StopKTPKHAHIGRV S SK S MetQ Stop StopNSPLTSFKRKRLW

GNHLHH

3'5' Frame 2

HQSNDSKNA sStop MetSSCNCSESLSSVMetTCPDSSYHEICETCDSTRLIStoplIFALS GLIMetS SWRACTTKTCA Stop MEtKSK|Stop SRTSAISC
CMACNMVWECIRVWEAKMGTICGDCIWSGICDSGDEI VEDAVAKTDEVIVCSLILIVICAHICTMatfDTTRETW Aan DS CANEMNTDDSNAMDTTAICSCCCCK O S

Los genes que codifican para proteinas presentan un marco de lectura abierto, esto
significa que hay un codon de inicio, normalmente ATG y un codén de paro, que puede
ser TGA, TAG o TAA. Como te puedes dar cuenta en el ejemplo, en todas las opciones de
lectura hay secciones en rosa que identificaron codones de inicio y codones de paro, sin
embargo, el marco de lectura de la opcién 1 es que corresponde al marco de lectura
abierto mas largo y por lo tanto el que puede considerarse que corresponde a la
secuencia de aminoacidos codificada en el gen.

La lipasa/esterasa tiene 246 aminoacidos y la secuencia reportada es la que se muestra a
continuacion, la cual corresponde al primer marco de lectura que obtuviste y el cual es el
mas largo.

Secuencia de aminoéacidos de la lipasa/esterasa

MMKMIPPQPFTFEAGERAVLLLHGFTGNSADVRMLGRFLQSKGYTCHAPIYKGHGVPPE
ELVHTGPEDWWQDVINAYEHLKQKHEKIAVVGLSLGGVFSLKLGYTVPVVGIVPMCAPM

YIKSEQTMYEGVLAYAREYKKREGKSEDQIEREMVEFAKTPMKTLKALQQLIAEVRDHLD
FIYAPVFVVQARHDDMINPDSANIYNGVESPVKQMKWYEESGHVITLDKEKEQLHEDIYA
FLESLDW
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3.2. Andlisis de secuencias de aminoacidos

Ahora que ya sabes obtener a partir de secuencias de ADN secuencias de aminoacidos
comenzaremos con el analisis, recuerda que también puedes obtener secuencias de
aminoacidos directamente de diferentes bases de datos.

3.2.1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos

Como recordaras de la unidad anterior, con los alineamientos se busca establecer una
correspondencia entre dos 0 mas secuencias. Los resultados de estos alineamientos
permiten encontrar un origen evolutivo en comun entre secuencias y detectar relacion en
la estructura y la funcionalidad de las proteinas evaluadas como lo veremos en las
siguientes secciones. Ademas estos andlisis se utilizan para generar analisis
filogenéticos, es decir, establecer las relaciones de parentesco entre los organismos.

Los fundamentos tedricos de los alineamientos de secuencias los aprendiste en la unidad
anterior, en esta seccion recordaremos algunos conceptos y presentaremos
particularidades para en analisis de proteinas.

A partir del alineamiento de secuencias de aminoacidos se obtiene el puntaje (score) de
cada posicion alineada y por lo tanto el puntaje total. En la figura 3, se ilustra la manera en
que se obtiene el puntaje. Se da un puntaje de 1 si en ambas secuencias se encuentra,
en la misma posicion, el mismo aminoacido. Mientras que el puntaje sera 0 en el caso en
el que los aminoacidos sean diferentes y un puntaje de -1 se otorga cuando hay un
“espacio” (gap) en el alineamiento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SeqA:V - |[E| I'|T| G E|I] S|T
SeqB: P R|E|-|T|E R|I|-|T
Score: 0 =1 | 1}-11] O O |1]-11

Total: 1

Figura 3. Obtencion del puntaje a partir del alineamiento entre secuencias de aminoacidos
(Adaptada de Gromiha, 2010).

A partir del alineamiento del ejemplo anterior obtenemos un puntaje de acuerdo a los
aminoacidos que son idénticos en ambas secuencias analizadas. Sin embargo, en este
caso no se esta tomando en cuenta si las sustituciones de los aminoéacidos son
conservativas, es decir, si el aminoacido en una determinada posicién tiene
caracteristicas fisicoquimicas similares al aminoacido en esa misma posicion pero en la
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otra secuencia evaluada. Con las sustituciones conservativas aunque haya cambios en
los aminoacidos es mas factible que se siga conservando la estructura y la funcion de la
proteina. Es por ello que en el caso de los analisis de secuencias de aminoacidos se
incorporan puntajes utilizando matrices de sustitucion.

La matriz de sustitucion toma en cuenta todas las posibilidades de sustitucién de
aminoacidos de acuerdo a las caracteristicas de éstos. Por ejemplo, la matriz de
sustitucion PAM250 otorga un puntaje mas alto a sustituciones que son comunes, como el
caso de la sustitucién de leucina por isoleucina, ya que ambos son aminoacidos
hidrofébicos. Por el contrario, los puntajes seran bajos en el caso de las sustituciones
menos comunes como el caso del cambio de prolina por triptéfano que son dos
aminoacidos que no comparten las mismas propiedades fisicoquimicas (Twyman, 2004).
Por ejemplo, el porcentaje de identidad entre la secuencia de la lactoalbumina y la
lisozima es de 38 % lo cual refleja en nimero de aminoacidos que son idénticos en ambas
secuencias. Sin embargo, al realizar el andlisis utilizando una matriz de sustitucion,
agrupando aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas compartidas, el porcentaje
aminoacidos similares es de 58 %.

Como veiamos en la unidad anterior BLAST es una herramienta de basqueda para
alineamientos locales, es la mas usada para comparar regiones de similitud entre
secuencias. En particular, el programa blastp compara la secuencia de aminoacidos de
consulta con secuencias de proteinas en la base de datos. Con esta herramienta se
pueden identificar secuencias de proteinas similares a la secuencia de consulta y localizar
miembros de la misma familia de proteinas.

Con los otros programas de BLAST, blastx, tblastn, tblastx, se realizan las
comparaciones entre la secuencia de aminoacidos y la secuencias de nucleotidos
traducidos (los detalles se presentaron en la unidad 2).

Ademas de BLAST otra herramienta para el analisis de secuencias es FASTA.

FASTA es un software de acceso publico que sirve para analizar secuencias de acidos
nucleicos y aminodacidos. Este programa usa el método de optimizacion de alineamientos
locales haciendo los calculos con una matriz de substitucion. La matriz de substitucion
describe la tasa a la cual dos secuencias divergen. Para ahorrar tiempo y costo de
coémputo, FASTA hace un pre-escaneo de posibles secuencias similares y después se
implementa el algoritmo de optimizacion. Los métodos de optimizacién, que buscan como
comparar dos secuencias de forma que se encuentren el mayor nimero de similitudes,
plantean una relacion inversamente proporcional entre velocidad en el andlisis y
sensibilidad de deteccién, en el caso de FASTA esta relacion esta mediada por el
parametro ktup (Schuler, 2001). Este parametro especifica el tamafio de la unidad de
busqueda o “palabra”, aumentar el tamafio de esta unidad disminuye el ruido de fondo, es
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decir hay menor cantidad de posibles similitudes, si se reduce el tamafio de la palabra,
aumenta el tiempo de cédmputo y hay mayor cantidad de posibles similitudes.

Tomando en cuenta que se recomienda empezar con un valor de 2 de ktup para buscar
homologia y de 1 para secuencias que se sospechan son muy divergentes (Schuler,
2001), se puede establecer la analogia entre el parametro ktup y una compuerta en un rio
caudaloso hecho de palabras, pequefios cambios en la apertura de la compuerta resultan
en grandes cambios en la cantidad de palabras que pueden atravesarla. La siguiente fase
del analisis por FASTA es usar un método heuristico que no analiza todos los posibles
eventos de similitud encontrados, en cambio busca cada secuencia, con varios eventos
de similitud cercanos a ella, después se les asigna valores a estas secuencias y a la
secuencia con mayor puntaje se le asigna el nombre de initl, posteriormente se combinan
varios segmentos y se forma otro valor llamado initn. Varias de las potenciales similitudes
se contrastan con otro método que busca un nuevo alineamiento circunscrito al mejor
alineamiento inicial y se le asigna el nombre opt. Finalmente se realiza otro andlisis de
alineamiento que busca todos los posibles tamafios de segmentos y optimiza la busqueda
de similitud. FASTA entrega automéaticamente un valor de significancia y es importante
hacer notar que los resultados entregados por el andlisis dependen de la informacién con
la cual se haga el andlisis, es decir diferentes bases de datos entregaran diferentes
resultados para el mejor alineamiento posible (Schuler, 2001).

Para ingresar al portal lo puedes en la siguiente direccion
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/. Como se muestra en la siguiente imagen en la
seccion de proteinas se puede hacer la bausqueda de similitud entre secuencias de
aminoacidos comparando tu secuencia de consulta con secuencias de bases de datos de
proteinas Swiss-Prot, TTEMBL.

&« € | [ www.ebi.acuk/Tools/sss/fasta/ By

FASTA

Protein | Nucleotide | Genomes | Proteomes | Whole Genome Shotgun | Web services | Help & Documentation

=< Share ®. Feedback

Protein Similarity Search
This tool provides sequence similarity searching against protein databases using the FASTA suite of programs. FASTA provides a heuristic search with a protein query. FASTX and FASTY
translate a DNA query. Optimal searches are available with SSEARCH (local), GGSEARCH (global) and GLSEARCH (global query, local database).

STEP 1 - Select your databases

PROTEIN DATABASES

1 Databank Selected X Clear Selection
« @ UniProt Knowledgebase

o [ UniProtkB/Swiss-Prot

o [ UniProtkB/Swiss-Prot isoforms
» [ UniProtKB/TEMBL

» UniProtKB Taxonemic Subsets
» UniProt Clusters

STEP 2 - Enter your input sequence

Enter or paste a|PROTEIN ¥ | sequence in any supported format-

or Upload a file: | Seleccionar archivo | Ningtn archiva seleccionada
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Como recordaras en la unidad 2 vimos que ClustalW es un programa para llevar a cabo
el alineamiento mdultiple de secuencias. El alineamiento de multiples secuencias de
aminodcidos tiene muchas aplicaciones incluyendo la prediccién de estructura,
identificacion de residuos importantes para la funcionalidad de la proteina, identificacién
de motivos, como lo revisaremos en las siguientes secciones.

3.2.2. Prediccion de la estructura de proteina

Uno de los principales retos a vencer con el uso de las herramientas bioinformaticas es
poder descifrar la estructura de una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos. Se
han desarrollado varios métodos para poder predecir la estructura secundaria y para el
modelado de la estructura terciaria, a partir de la secuencia de aminoéacidos.

El objetivo de conocer la estructura de las proteinas es poder obtener informacién de su
estabilidad a partir del conocimiento de las interacciones que se pueden establecer entre
los residuos de amino&cidos con el medio que rodea la proteina; asi mismo, se puede
inferir la localizacion de los residuos en la superficie o al interior de la estructura
tridimensional para conocer aspectos de la funcionalidad de la proteina. Para poder
entender mejor la prediccién de la estructura de las proteinas repasemos los diferentes
niveles de estructuracién que se muestran en la figura 4, la estructura primaria
corresponde a la secuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica. La estructura
secundaria es un arreglo tridimensional periédico (a-hélice, B-plegada, giros), la
estructura terciaria es la conformacion tridimensional que adopta la proteina funcional
“estructura nativa”. Y la estructura cuaternaria involucra la asociacion de mas de dos
cadenas polipeptidicas.

4 N»ﬂ's
$ .
Q / -‘.‘!’57 s 'S v
», tr
@ ~-’§ v
€ Al
Estructura terciaria
L

Estructura secundaria
(helice)

©s s @i s |

Estructura primaria
(Secuencia de aminoacidos)

Figura 4. Niveles de estructuracién de las proteinas.

Universidad Abierta y a Distancia de México 13



U 3 Bioinformatica
Analisis de secuencias de aminoacidos

Las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos son determinantes para poder
establecer predicciones de estructura, interacciones y funcionalidad de las proteinas.
Como estudiaste en la asignatura de Bioquimica las proteinas se forman a partir de 20
aminoacidos diferentes que se clasifican de acuerdo a sus propiedades en: polares,
hidrofébicos, arométicos, cargados (negativos y positivos).

La composicién de aminoéacidos de una proteina es el nimero de aminoacidos de cada
tipo, respecto al nimero total de aminoacidos (Gromiha, 2010). Se ha determinado que
existe una diferencia significativa entre la composicion de aminoécidos en diferentes
clases de proteinas, ya que la presencia de aminoacidos especificos es fundamental para
el plegamiento, estabilidad y la funciéon de un determinado tipo de proteinas (Pautsch y
Schulz, 2000). En este contexto, algunos amino&cidos tienen roles estructurales o
funcionales especificos en las proteinas, como en el caso de la prolina, cisteina y glicina
que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Roles estructurales de algunos aminoacidos (Westhead, Parish y Twyman, 2002).
Residuo | Funcién estructural
Prolina Al ser un aminoacido carece del grupo donador -NH para la formacién de
puentes de H cuando forma parte de la cadena polipeptidica. Por otra parte,
a diferencia del resto de los aminoacidos, tiende a adoptar una
conformacion cis en los enlaces peptidicos. Por estas razones, la prolina
interrumpe la estructura de la a-hélice, dando lugar a un punto de inflexion
en la direccién de la estructura.
Glicina La cadena lateral de la glicina estad conformada solamente por un atomo de
H, por lo tanto la presencia de residuos de glicina confieren una mayor
flexibilidad a la cadena polipeptidica.
Cisteina | Participa en la formacién de puentes disulfuro (S-S) con otra cisteina. Estos
enlaces son covalentes y se forman entre residuos de cisteinas que se
encuentran en diferentes partes de la cadena polipeptidica. Los enlaces
disulfuro tienen contribucién en la estabilidad de la estructura de la proteina.

Los métodos que se han desarrollado para la prediccion de la estructura secundaria de
las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos se basan en la composicion de
aminoacidos, sus caracteristicas fisicoquimicas (como el perfil de hidrofobicidad), su
posicién dentro de la secuencia (Eisenhaber et al., 1996; Chou y Elrod, 1999; Zhang et
al., 2001). Ademas estos métodos se apoyan en el alineamiento de la secuencia de
proteinas homologas con estructura tridimensional conocida, cuando es posible.

El andlisis del perfil de hidrofobicidad a partir de la secuencia de amino&cidos es
fundamental para el entendimiento del plegamiento de la proteina y su estabilidad.
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También este analisis es util para conocer la periodicidad en la distribucién de residuos de
aminodcidos en regiones internas y externas en la conformacion de la proteina y regiones
asociadas a membranas.

En las gréficas de la figura 5 se presentan los perfiles de hidrofobicidad local de cada
aminodcido en funcién de su posicién en la secuencia de diferentes estructuras
secundarias (Gromiha, 2010). Con los perfiles de hidrofobicidad se puede hacer la
prediccion de la estructura secundaria de acuerdo a los siguientes supuestos:

e Las a-hélices se localizan cercanas a la superficie de la proteina y muestran una
tendencia periédica que origina regiones con alta hidrofobicidad seguida de
regiones con baja hidrofobicidad (Figura 5a).

o Las B-plegadas (internalizadas) presentan agregacioén de aminoacidos
hidrofébicos en la region del interior de la estructura de la proteina (Figura 5b).

o Los giros aparecen en sitios de la cadena polipeptidica en donde la hidrofobicidad
es minima (Figura 5c).

(©)

Perfil de hidrofobicidad

Secuencia de aminoacidos Secuencia de aminoacidos Secuencia de aminoacidos

Figura 5. Perfil de hidrofobicidad de (a) a-hélice, (b) B-plegadas y (c) giro. (Adaptada de Cid et al.,
1992 y Gromiha, 2010).

A través del portal Portal de Recursos Bioinformaticos EXPASY (Bioinformatics Resource
Portal) puedes acceder a distintas bases de datos, programas y herramientas
bioinformaticas para el analisis de secuencias de aminoacidos.

Entra al portal en la siguiente direccion de internet www.expasy.org.
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« C'  [J wwwexpasy.org

[+ ExXPASY

Bicinformatics Resource Portal

Query all databases -| % | search nep

genomics

structural biginformatics
systems biclogy
phylogenyievolution
population genstics
transcriptomics
biophysics

imaging

IT infrastructure

drug design

Links/Documentation

ExPASy is the SIB Bioinformatics Resource Portal which provides access fo scientific databases and software tools (i.e.,
resources) in different areas of life sciences including proteomics, genomics, phylogeny, systems biology. population genetics,
transcriptomics efc. (see Categories in the left menu). On this portal you find resources from many different SIB groups as well

gn
=

Home About Contact

Popular resources

“; UniProtkB

as external institutions.

Featuring today

SWISS-MODEL Workspace

Fully automated protein structure homology-
modeling server
[details]

How to use this portal?

« Features and updates
« New to ExPASy
« Experienced ExPASy users: what is different

& SWISS-MODEL
« STRING
-~ PROSITE

Latest News EJ

UniProt Knowledgebase release
2014_06 - 2014-06-13

Release notes

545,536 UniProtKB/Swiss-Prot entries
(Mare.)

69,014,937 UniProtkKB/TrEMBL entries
(Mare).

New UniProtKB accession number
format - 2014-05-19

In release 2014_06 - is your code
ready? Please read the announcement.

[More

1(5B

[}

Ahora, realizaremos la prediccion de la estructura secundaria de una proteina. Entra en la
categoria de protedmica (Proteomics).

« C | [1 www.expasy.org/proteomics

proteomics
protein ssquances snd identificstion
mass spectrometry and 2-DE data
protein charscterissticn nd function
families, pattems snd profiles
post-translational medification
protein structure.
pretein-protein intaraction
similarity sesrch/slignment
genomics
structural bioinformatics
systems biology
phylagenylevolution
population genetics
transcriptamics
biophysics
imaging
IT infrastructure

drug design

ExPASY

Bioinformatics Resource Portal

B e

Home About Contact

Query all databases 2]

& SIB resources
[ External resources - (No support from the ExPASy Team)

Databases

EX UniProtkB - functional information on proteins = [more]

&Y UniProtkB/Swiss-Prot - protein sequence database = [more]

BN STRING - protein-protein interactions » [more]

EN SWISS-MODEL Repository « protein structure homology models = [more]
EN PROSITE - pratein domains and families = [more]

B ViralZone « portal to viral UniProtkB entries » [more]

BN neXtProt - human proteins = [more]

& EMBnet services - bivinformatics tools, databases and courses = [more]
& ENZYME - enzyme nomenclature = [more]

&} GPSDE - gene and protein synonyms » [more]

E HAMAP - UniProtKB family classification and annatation = [more]
EN WMetalletX « Metabolic Network Repository & Analysis « [mare]

& MIAPEGeIDE - MIAPE document edition » [more]

&} MyHits - protein domains database and tools » [more]

EN PANDITplus + protein families and domains resources « [mare]

& PaxDb - protein abundance database « [more]

BN Prolune = Popular science articles (in French) = [more]

&3 Protein Model Portal » structural infarmation for a protein  [mora]

EN Protain Snatliaht « Informally written reviews: an rateins « fmarel

X  search hep

Tools

EN SWISS-MODEL
& SwissDock - protein ligand docking server = [more]

- structure gy-madeling = [more]

[Z1 2ZIP - Prediction of leucine zipper domains = [more]

[Z7 30f6 = find user-defined pattems in protein sequences = [mare]

& AACompldent » protein identification by aa composition » [more]

&} AACompSim = amino acid composition comparisn = [more]

[Z1 Agadir - Prediction of the helical content of peptides « [more]

& ALF = simulation of genome evalution » [more]

[Z4 Alignment tools = Four tools for multiple alignments = [more]

B AllAll + protein sequences comparisons « [more]

[ APSSP - Advanced Protein Secondary Structure Prediction = [mare]
[Zf Ascalaph - Molecular modeling software = [mare]

[ big-PI - predict GPI modification sites « [more]

B Biochemical Pathways - Biochemical Pathways - [more]

&} BLAST - sequence similarity search » [more]

& BLAST (UniProt) - BLAST search on the UniProt web site « [more]
(%7 BLAST - NCBI - Biological sequence similarity search = [more]

[Zf BLAST - PBIL - BLAST search on pratein sequence databases - [mors]

74 Rlast?Fasta  Blast tn Fasta convarsion « Imorel

Encuentra la herramienta GOR con la cual haremos el analisis de estructura secundaria
de la siguiente proteina GPCR. Que es un receptor asociado a proteinas G.

G protein-coupled receptor [Bos taurus]
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GenBank: BAC55234.1

>Qi|27807551|dbj|BAC55234.1| G protein-coupled receptor [Bos taurus]
MTSNSTREVPSPVPAGALGLSLALASLIVAANLLLAVGIAGDRRLRSPPAGCFFLSLLLAGLLTGLAL
PALPVLWSQSRRGYWSCLFLYLAPNFCFLSLLANLLLVHGERYMAVLRPLRPRGSMRLALLLTWAA
PLLFASLPALGWNHWAPGGNCSSQAVFPAPYLYLEIYGLLLPAVGAAALLSVRVLVTAHRQLQDIR
RLERAVCRGAPSALARALTWRQARAQAGATLLFGLCWGPYVATLLLSVLAFEQRPPLGPGTLLSLI
SLGSASAAAVPVAMGLGDQRYTGPWRVAAQKWLRMLRGRPQSSPGPSTAYHTSSQSSVDLDLN

La siguiente imagen muestra la interfaz del programa GOR. Copia y pega la secuencia de
aminoacidos de la proteina GPCR.

« C' | (3 npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.htm| e =

> & Pola Blolnformatique Wennais
95 :1 E Namwerk Protdin Saquance Anelusis
Nibeptriy

NPS(@ is the IBCP contribution to PBIL in Lyon, France

[HOME] [NPS@] [SRS] [HELP] [REFERENCES] [NEWS] [MPSA] [ANTHEPROT] [Geno3D] [SuMao] [Positions] [PBIL]

Monday. August 26th 2013: added support of BCL2DB database (see news!

GOR IV SECONDARY STRUCTURE PREDICTION METHOD
[Abstract] [NPS@ help] [Original server]

Sequence name (optional) :

Paste a protein sequence below : help

Output width : [70

SUBMIT | | CLEAR

User : public@189.146.85.70. Last modification time : Fri Feb 11 10:14:32 2011. Current time : Sunt Jun 22 03:51:03 2014 This service is Byl de la recherche (ACI IMPBio, ACC-SVI3),

A continuacion aparece la siguiente interfaz en donde se muestran los resultados. En la
primera parte se muestra, para cada aminoacido de la secuencia, la estructura ya sea una
a-hélice (h), hebra extendida (e) o hebra con enrollamiento al azar (©). Ademas en la
grafica de la parte inferior se presenta la distribucion de la estructura secundaria en toda
la secuencia de aminoacidos de la proteina.
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« C' | [3 npsa-pbilibcp.fr/cgi-bin/secpred_gord.p | =

Abstract GOR secondary structure prediction method version IV, 1. Gamier, I.-F. Gibrat, B. Robson, Methods in Enzymelogy.R F. Doolittle Ed. vol 266, 340-553, (1996)

View GOR4 in: [AnTheProt (PC) , Download ] [HELP]

10 20 30 40 50 &0 70
I 1 1 | | I 1
MTSNSTREVPSPVPAGALGLSLALASLIVARNLLLAVGIAGDRRLRSPPAGCFFLSLLLAGLLTGLALEA
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhho ze hhhhhhhhhhhh
LPVLWSQSRRGYWSCLFLYLAPNFCFLSLLANLLLVEGERYMAVLRPLRPRGSMRLALLLTWARPLLFAS
ey hhhhh
LPALGHNEWAPGENCS SQAVFPAPYLYLE T¥GLLLPAVERAAALLSVRVLVTARRGLOQDIRRLERAVCRGE
e= hhhhhhh
PSRLARALTWRQARAQAGATLLFGLCWGEYVATLLLSVLAFEQRFPLGPGTLLSLISLGSASRRAVPVAM

eecee 1 eeehhhhcchhihhhhhhe
GLGDQRYTIGEWRVARQHWLRMLRGRPQSSPGPSTAYHTSSQSSVDLDLN
hhhhhhhhhhhh eee esseee

Sequence length : 329

GOR4 :
Zlpha helix (Hn) @ 160 is 48.63%
330 helix (Gg) 0 is  0.00%
Pi helix (1) : 0 is  0.00%
Beta bridge (3b) : 0 is  0.00%
Extended strand (E=) : 35 is  10.64%
Beta turn (TE) ot 0 is  0.00%
Send region [EETE 0 is  0.00%
Random coil (Coy o1 134 13 80.73%
Imbigous states (3) : 0 is  0.00%
Other states : 0 is  0.00%

‘I mHIH‘IHH‘HHHH“H“H“ku‘ " H“H‘Hm”“‘H“HHMH"m"‘u"”"”"m“‘H“H ‘IH“HH“H“H“HHH‘
. 158

8 188

208 258

Asi como el programa GOR existen otros para el analisis de estructura secundaria que
también puedes encontrar en el portal de EXPASY, algunos ejemplos son: Agadir,
APSSP, CFSSP, JPred, PSIPred, SOPMA. Puedes realizar la prediccién de estructura
secundaria de la misma proteina con diferentes programas y comparar los resultados.

La proteina GPCR que estamos analizando es una proteina transmembranal, es decir,
una proteina que se localiza en la bicapa lipidica.

En general, estas proteinas son importantes ya que se ha identificado que alrededor de
un 20 a 30% de las secuencias en los genomas estudiados corresponde a proteinas
membranales, las cuales son muy atractivas para su estudio como blancos para agentes
farmacologicos (Gromiha, 2010). Sin embargo, debido a dificultades experimentales para
la purificacién de proteinas transmembranales el conocimiento de la estructura
tridimensional de estas moléculas es limitado, por lo que el uso de diversos programas
informaticos ha sido de gran utilidad para poder llevar a cabo predicciones estructurales y
estudios de funcionalidad.

Para hacer la prediccion, los programas se basan principalmente en los siguientes
conceptos.

Andlisis de hidrofobicidad. Debido a las caracteristicas hidrofébicas de las membranas
las hélices transmembranales son predominantemente apolares y estan constituidas de
12 a 35 residuos de aminoacidos (Wallin y von Heijne, 1998).

Para determinar la orientacion de la proteina transmembranal se toma “la regla del

positivo adentro”, la cual describe que la mayoria de las proteinas transmembranales
tienen una distribucidn especial de los residuos de aminoécidos. Los residuos cargados
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positivamente como arginina y lisina estan ubicados en la parte citosélica (en el caso de la
membrana plasmatica) (von Heijne, 1986).

Ahora continuaremos realizaremos la prediccion de las regiones transmembranales de la
proteina GPCR con el programa TMpred. De nueva cuenta entra al portal EXPASY y
localiza el programa TMpred, introduce la secuencia de la proteina y obtendréas los
siguientes resultados.

3

m!“ EXPASy TMpred Home | Contact

min=17 | max=33 | html | | plain_text |
MTSNSTREVPSPVPAGALGLSLALASLIVAANLLLAVGIAGDRRLRSPPAGCFFLSLLLAGLLTGLALPALPVLWSQSRRGYWSCLFLYLAPNFCFLSLLANLLLYHGERYMAVLRPLRPRGSMRLALLLTWAAPLLFASLPALGWNHWAPGGNCSSQAVFPAPYLYLEIYG

TMpred output for unknown

[EMBnet-Server] Date: Sun Jun 22 4:31:36 2014

tmpred -par=matrix tab -html -min=17 -max=33 -def -in=wwwimp/TMPRED 8213 9180 seq -out=wwwimp/TMPRED 8213 9180 out -out2=wwwimp/TMPRED.8213.9180.out2 -out3=wwwimp/TMPRED 8213 9180 txt
>wwwimp/TMPRED 8213.9180 err

Sequence: MTS..DLN, length: 329

Prediction parameters: Th-helix length between 17 and 33

1.) Possible transmembrane helices

The sequence positions in brackets denominate the core region.
Only scares above 500 are considered significant

Inside to outside helices : 7 found
from to score center

16 { 18) 37 ( 35) 1985 27
51 ( 53 71 ( 6€9) 2293 61
86 { 86) 108 ( 106) 1800 95

128) 146 ( 146) 2348 136

Los resultados de TMpred muestran que la proteina GPCR tiene 7 hélices
transmembranales. Asi mismo, se muestran las posiciones de los aminoacidos que estan
formando las 7 hélices, de acuerdo a dos posibilidades de orientacién de la proteina. Si la
hélice va de afuera hacia adentro de la membrana se denota como o-i (outside-inside).

2.) Table of correspondences

Here is ehown, which of the inside->outside helices to which of the outsid de helices.

Helices shown in brackets are considered insignificant
A"+-symbol indicates a preference of this orientation
A"++"-symbol indicates a strong preference of this orientation

3.) Suggested models for transmembrane topology

These suggestions are purely speculative and should be used with extreme caution since they are based on the assumption that all transmembrane helices have been found
In most cases, the Correspondence Table shown abave or the prediction plot that is also created should be used for the topology assignment of unknown prateins.

2 possible models considered, only significant TM-segments used

1: N-terminus outside
total score : 14277
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THpred autput for unknoun
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-3000 [

En la gréfica anterior se presenta el perfil de hidrofobicidad en donde los picos
representan las regiones hidrofébicas correspondientes a las 7 hélices transmembranales.

Finalmente en la siguiente interfaz se presenta el resumen de los resultados, en donde se
observa la prediccidn de 7 hélices transmembranales y la posiciébn numerada de los
aminoacidos que las conforman. Ademas se presenta la secuencia de aminoacidos con la
prediccion de la topologia de la proteina de acuerdo a la nomenclatura: o- fuera de la
membrana, H-hélice, i-dentro de la membrana.

<« C' | [3 www.enzimhu/hmmtop/server/hmmtop.cgi

Frotein: noname

Length: 329

N-terminus: OUT

Numper of transmembrans nelices: 7

Transmembrane nelices: 17-40 51-7¢ 27-106 127-146 173-182 228-251 262-283

Total entropy of the model: 16,8900
Entropy of the best path: 16,9938

The best path:

seq MTSNSTREVF SPVPAGALGL SLALASLIVA ANLLLAVGIZ GDRRLRSPEA 50

seq GCFFLSLLLA GLLTGLALPZ LPVLWSQSRR GYWSCLFLYL APNFCFLSLL 100
pred HHHHEHHHEH HHHHHHHEHH HHHHooooOoO ooooooHHHH HHHHHHHHHH

seq ANLLLVHGER YMAVLRPLRP RGSMRLALLL TWAAPLLFAS LPALGWNHWA 150

seq MLRGRPQSSF GPSTAYHTSS QSSVDLDLN 329
pred IIIIIIIIIT IIIIIIIIII IIIIIIIII

La prediccion de la conformacion nativa o estructura terciaria de las proteinas es un
reto para la bioinformatica. Para poder lograrlo se ha puesto en practica el modelaje
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comparativo entre la secuencia de consulta y secuencias similares de las cuales ya se
conozca la estructura tridimensional por métodos experimentales. De esta manera se
puede llegar a un modelo aproximado de la estructura nativa de la proteina, lo cual es
muy Util, ya que como veremos en la siguiente seccion el entendimiento de la estructura
de la proteina es fundamental para entender su funcién. Con el propadsito de facilitar el
acceso ala informacion de la estructura tridimensional de proteinas y &cidos nucleicos se
creo el Protein Data Bank (PDB), el cual recopila las estructuras que se conocen hasta la
fecha y que sirven de modelo para el modelaje comparativo de secuencias de proteinas
de las cuales no se conoce su estructura.

€« C' | [ www.resb.org/pdb/home/home.do By =
= # memser or ue SIPIDES | @EMDatBank |
[l 5; PDBR-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK — K As of Tuesday Jun 17, 2014 at 5 PM PDT there are 101046 Structures | PDB Statistics | b4 B @ &

Search SO Author  Macromolecule  Sequence  Ligand @

Advanced 9 e.g., PDB ID, molecule name, author

Browse Saarch History , Previous Results

Customize This Page Biological Macromolecular Resource  New Features  Hide
N Full Description LateSt. release:
Available on the April 2014
App Store  Learn: Featured Molecules Hide
Structural View of Biology List View of Archive By: Title | Date | Category
ANDROID APP ON
> GOOQIC’ play " Molecule of the Month sea
= N T GFP-like Proteins
£ i Twenty years ago, green fluorescent protein (GFP) was first used to reveal the lacation of proteins inside .
* PDB-101 living cells, and since then, it has emerged as an invaluable tool for cell biclogists. GFP is a small, stable, and \Website Release Archive: ¥
Structural View of Biclaay brightly fluorescent protein. A gene encoding GFP can be added to a cell and used to synthesize GFP, which e —
Ondorstanding POE e then creates its own internal chromophore that fluoresces when illuminated with ultraviolet light, without -
Molsealo of the Month S consuming cellular energy. And perhaps most importantly, GFP can be fused to another protein without + RCSBPDB News Hide
Educational Resources perturbing its normal function, creating a highly visible tag that allows the protein of interest to be tracked Weekly | [ Quarterly | Yearly
Author Profiles throughout the cell.
2014-06-17
AT = Full Article HIV Video Challenge Awards
: P 57 i ly
Login to your Account Protein Structure Initiative Featured System s»;m HIV Entry
Register a New Account DNAJA1 and Pancreatic Cancer
MyPDS Help Page ““v‘ Medical research is currently an an intensive hunt for new targets for cancer treatment. The challenge is to
 *y find proteins that act differently in cancer cells, so that they may be targeted with anticancer drugs while
bl sparing normal cells. In collaboration withRobert Powers and Pankaj Singh at University of Nebraska, PSI Cell DNA
[
% Home Hide s researchers at NESG have been studying a protein, DNAIAL, that may be an effective target for a particularly
o s b B AF mmmm s i m i -

La prediccion de la estructura terciaria de la proteina GPCR se puede realizar en los
programas SWISS-MODEL, I-TASSER. Estos programas dan un modelaje de la
estructura tridimensional de la proteina de acuerdo a comparaciones entre secuencias
similares de proteinas de las cuales ya se conoce su estructura.
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Figura 6a. Modelo de la estructura tridimensional de proteinas GPCR (tomado OPM Orientation of
Proteins in Membranes, 2014 http://www.opm.phar.umich.edu).

a

Cytoplasmic
side

Extracellular
side

Figura 6b. Modelo de la estructura de las proteinas transmembranales GPCR (Palczewsky, 2006).
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3.2.3. Relacidon de la secuencia de aminoacidos con la funcidon
bioldgica de la proteina

Como se menciond anteriormente, la funcidn biolégica de las proteinas depende de su
estructura tridimensional y de las propiedades fisicoquimicas de ciertas regiones
especificas que son funcionales. Por ejemplo, el sitio activo de las enzimas es una regién
de la proteina donde se lleva a cabo la catalisis, por lo tanto la estructura tridimensional
de esta region es fundamental para la entrada de sustratos y para que se lleven a cabo
las reacciones de conversion de sustratos en productos. En el caso de otras proteinas
que no son enzimas, también la conformacion tridimensional es muy importante para
cumplir con funciones estructurales o para el reconocimiento de ligandos y/o la interaccién
con otras proteinas para la formacién de complejos.

Como veiamos anteriormente, cuando ocurren cambios evolutivos en las secuencias de
aminodcidos estos cambios tienden a ser sustituciones entre aminoacidos con
propiedades similares porque con cambios sutiles es menos probable que se altere
drasticamente la estructura y la funcién de las proteinas. Por ejemplo, cuando se sustituye
una valina es probable que el cambio sea por leucina o isoleucina que son aminoacidos
gue comparten caracteristicas fisicoquimicas por lo que no se afectara drasticamente la
estructura de la proteina (Westhead, Parish y Twyman, 2002).

Comunmente la funcién biolégica de una proteina desconocida se infiere a partir de la
funcién de proteinas homélogas. Y como recordaras de la unidad anterior, la homologia
se determina a partir de la similitud entre secuencias, por lo tanto, en ese contexto la
funcién de una proteina se basa en el paradigma: secuencia similar-estructura similar-
funcién similar (Orengo, Jones, Thornton, 2003). Sin embargo, esto no siempre es cierto
y existen casos en donde proteinas como diferente estructura, y por lo tanto diferente
secuencia de aminoacidos, llevan a cabo una funcién similar. O bien, también existe la
posibilidad de que proteinas con estructura similar catalicen reacciones diferentes, mas
adelante se presentaran algunos ejemplos.

Los alineamientos de secuencias son una herramienta muy poderosa para inferir la
relacién entre la secuencia-estructura-funcion de las proteinas. Normalmente en los
resultados de los alineamientos se encuentran secuencias diversas con bajo porcentaje
de similitud y por otro lado secuencias de residuos conservados, que por lo general
estan asociados a la preservacion de estructura y funcion biolégica que comparten las
proteinas de una misma familia (Westhead, Parish, Twyman, 2002).

Una manera de resumir la informacion que se obtiene de los alineamientos multiples es
presentar una secuencia consenso, ésta es una secuencia que representa los residuos
de amino&cidos comunes que se encuentran en una posicion dada de un alineamiento
multiple de secuencias, un ejemplo se presenta en la figura 7. Para determinar la
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secuencia consenso se toman los residuos presentes en al menos 60 % de las
secuencias analizadas, si ho se cumple con esta condicion entonces en la secuencia
consenso aparece X indicando que cualquier residuo puede ir en esa posicién (Brown,
2000).

20 40

| |
P68046 -WHETABEKA ANTAEWGKEN VBENGGEAEG REEMUEPWTQ 30
P68053 -VWHETGEEKA ANTAEWGKNN NVBEVWGGEAEG REEVUEPWTQ 30
P68225 MUHETPEEEN ANTTEWGKNN NBEVGGEAEG REENMMEPWTQ 40
P68873 MUHETPEEKS ANTAERWGKNN NBEVGcEAEG REENMMEPWTQ 40
P68228 MUNESGDEKN AVWHGEWSKVK VDEVWGGEAEG REEMUNMPWTR 40

68231 MMHESGBEKN AVWHGEWSKWK MDEWGGEAEG REEVMNMPWTR 40
P68063 -MHWTAEEKQ ENTGEWGKMN MABCGAEAEA REENVEPWTQ 39
P68945 -MHWTAEEKQ ENTGEWGKNN MABCGAEAEA REENMEPWTQ 39

Consensus [MVHLTAEEKN AVIGLWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWIQ]
Conservation N DHHHH M HHHH H H I_IHHH |_| H H
seasencetone |58 Ek AifallckV VoevGeEALE RLLWVIPHTG

Figura 7. Se muestra la secuencia consenso (consensus) a partir del alineamiento de multiples
secuencias (tomado de Multiple Sequence Alignment, 2014 Qiagen
http://www.clcbio.com/desktop-applications/features/)

Cuando un aminoacido tiene un rol especifico en la funcionalidad o la estabilidad de la
proteina este aminoécido es conservado en las proteinas de la misma familia. Como se
menciond anteriormente, aminoacidos como la glicina, prolina y cisteina, son importantes
para la estabilidad estructural de la proteina; mientras que en el caso de las enzimas,
residuos involucrados en la catalisis son esenciales para la funcionalidad de proteinas. En
estos casos, los aminoacidos esenciales para la estructura y funcién de la proteina
tienden a ser aminoacidos conservados. Un ejemplo se muestra en la figura 8, en
donde se observa el alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las
proteasas de serina. La funcidn biol6gica de estas proteinas es catalizar la ruptura del
enlace peptidico de su sustrato en un sitio especifico. Los residuos que son
fundamentales para que se lleve a cabo la catdlisis son: una serina (S), una histidina (H) y
un &cido aspartico (D) los cuales se encuentran en diferentes posiciones en la secuencia
de aminodcidos de la proteina pero en la estructura terciaria estan muy préximos. Es
I6gico pensar que entre las diversas proteasas de serina estos residuos deben estar
conservados ya que la reaccion que llevan a cabo estas enzimas es la misma. En la figura
8 esta sefialado el residuo de histidina que forma parte de la triada catalitica y que esta
conservado en todas las secuencias analizadas. En este caso la conservacion de los
residuos esté relacionada con la misma funcién entre proteinas de la misma familia, sin
embargo es importante recalcar que hay ejemplos de proteinas homélogas que tienen
diferente funcién, un ejemplo es el caso de la lisozima y la a-lactoalbumina que se
muestra a continuacion (Westhead, Parish, Twyman, 2002).
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THRB_HUMAN LESYIDGRIVEGSDAEIGMSPWQVMLFRKSP----QELLCGASLISDRWVLT LLYP
THRB_BOVIN FESYIEGRIVEGQDAEVGLSPWQVMLFRKSP----QELLCGASLISDRWVLT LLYP
THRB_MOUSE LDSYIDGRIVEGWDAEKGIAPWQVMLFRKSP----QELLCGASLISDRWVLT ILYP
THRB_RAT LDSYIDGRIVEGWDAEKGIAPWQVMLFRKSP----QELLCGASLISDRWVLT ILYP
LFC_TACTR SDSPRSPFIWNGNSTEIGQWPWQAGISRWLADHNMWFLQCGGSLLNEKWIVT VTYS
FA9_RAT EPINDFTRVVGGENAKPGQIPWQVILNGEIE------ AFCGGAIINEKWIVT LK--
FA9_RABIT QSSDDFTRIVGGENAKPGQF PWQVLLNGKVE-~-~~-~~- AFCGGSIINEKWVVT IK--
FA9_PIG QSSDDFIRIVGGENAKPGQFPWQVLLNGKID---~-- AFCGGSIINEKWVVT IEP-
FA7_BOVIN NGSKPQGRIVGGHVCPKGECPWQAMLKLNGA---—--— LLCGGTLVGPAWVVS FER-
FA7_MOUSE NSSSRQGRIVGGNVCPKGECPWQAVLKINGL-~~---— LLCGAVLLDARWIVT FDN-
FA7_RABIT GASNPQGRIVGGKVCPKGECPWQAALMNGST----—-— LLCGGSLLDTHWVVS FDK-
PRTC_HUMAN QEDQVDPRLIDGKMTRRGDSPWQVVLLDSKK---~-- KLACGAVLIHPSWVLT MDE-
PRTC_RAT EELELGPRIVNGTLTKQGDSPWQAILLDSKK----- KLACGGVLIHTSWVLT. LES-
PRTC_MOUSE DELEPDPRIVNGTLTKQGDSPWQAILLDSKK----- KLACGGVLIHTSWVLT VEG-
PSS8_HUMAN CGVAPQARITGGSSAVAGQWPWQVSITYEGV----—-— HVCGGSLVSEQWVLS FPS-
. * * ..

* ok k * e kKh KK

Figura 8. Seccién del alineamiento multiple de secuencias de proteasas de serina de diferentes
especies. “*’ Indica un aminoacido completamente conservado, “:” indica un menor grado de

conservacion y “.” Indica que solo hay algunos aminoacidos conservados (tomado de Westhead,
Parish, Twyman, 2002).

La lisozima es una enzima que cataliza la hidrolisis de los enlaces 3-1,4 entre los residuos de
acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina del peptidoglicano. Por otra parte la a-
lactoalbimina es una proteina reguladora presente en la leche producida por mamiferos.
El analisis de las secuencias de aminoacidos de estas proteinas muestra que hay un alto
porcentaje de identidad entre ellas, sin embargo, su funcionalidad biolégica es diferente
(Acharya et al., 1989; Qasba y Kumar, 1997). Este es un ejemplo de evolucion divergente
donde los cambios por mutaciones en la secuencias de las proteinas llegan a ser
significativos. En la figura 9, se muestra el alineamiento de multiples secuencias de las
proteinas lisozima y a-lactoalbimina de diferentes especies. Como se puede observar, las
regiones de la secuencia donde hay mas aminoacidos conservados (*, : , .) son los sitios
con estructuras secundarias definidas y por lo general las deleciones o sustituciones de
aminoacidos estan en las regiones de las asas donde se afecta en menor grado la
estructura de la proteina.

KEY RES $ $ ! ! $
LYC_CHICK GRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRN - TDGSTDYGILQINSRWWCND
LYC_MELGA GRCELAAAMKRLGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTHATNRN - TDGSTDYGILQINSRWWCND
LYC PAVCR GRCELAAAMKRLGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTHATNRN - TDGSTDYGILQINSRWWCND
LYC CERAE ERCELARTLKRLGLDGYRGISLANWVCLAKWESGYNTQATNYNPGDQSTDYGIFQINSHYWCNN
LYC_GORGO ERCELARTLKRLGMDGYRGISLANWMCLAKWESGYNTRATNYNAGDRSTDYGIFQINSRYWCND
LYC_HUMAN ERCELARTLKRLGMDGYRGISLANWMCLAKWESGYNTRATNYNAGDRSTDYGIFQINSRYWCND
LYC_SHEEP ERCELARTLKELGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNTKATNYNPGSESTDYGIFQINSKWWCND
LYC_BOVIN ERCELARTLKKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNTKATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCND
LYC_AXIAX ERCELARTLKELGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNTKATNYNPGSESTDYGIFQINSKWWCDD
LCA CAPHI TKCEVFQKLKDL- - KDYGGVSLPEWVCTAFHTSGYDTQAIVQON--NDSTEYGLFQINNKIWCKD
LCA_SHEEP TKCEAFQKLKDL- - KDYGGVSLPEWVCTAFHTSGYDTQAIVQN- -NDSTEYGLFQINNKIWCKD
LCA_BOVIN TKCEVFRELKDL- - KGYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQN - -NDSTEYGLFQINNKIWCKD
LCA_HUMAN TKCELSOLLKDI - - DGYGGIALPELICTMFHTSGYDTQAIVEN - -NESTEYGLFQI SNKLWCKS
LCA_MOUSE TKCKVSHATKDI - -DGYQGISLLEWACVLFHTSGYDTQAVVND- -NGSTEYGLFQI SDRFWCKS
LCA RAT TKCEVSHATEDM- -DGYQGISLLEWTCVLFHTSGYDSQAIVKN- -NGSTEYGLFQISNRNWCKS
CONSERV 2k I SR ) e RIS G G
Ss HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH EEEE EEEEEE EEEE
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Figura 9. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la a-lactoalbdiminay la
lisozima (Tomado de Westhead, Parish, Twyman, 2002).

La pregunta ahora seria, ¢ existe alguna relacion entre el porcentaje de similitud entre
secuencias de aminoécidos y la estructura tridimensional de las proteinas?

La respuesta fue publicada por Sander y Schneider (1991), quienes encontraron que si al
alinear dos secuencias de més de 80 residuos, se tiene mas de 25 % de identidad, las
proteinas muestran, basicamente, la misma estructura tridimensional. Existen
excepciones como en el caso de proteinas que han sido manipuladas por ingenieria
genética. Ademas de que en proteinas con menos de 80 residuos es necesario un mayor
porcentaje de identidad para que se cumpla la similitud estructural.

Sin embargo, también existen casos de evolucién divergente en donde aun con una muy
baja similitud en la secuencia la estructura entre proteinas es muy similar. Un ejemplo es
la familia de las globinas, como la hemoglobina y mioglobina. Si realizamos alineamientos
entre las secuencias de estas proteinas encontramos menos del 20 % de identidad, sin
embargo, estas proteinas tienen una estructura terciaria muy similar. Estas observaciones
hacen evidente la importancia de conocer la estructura para inferir funcionalidad de las
proteinas.

A partir de los analisis de los porcentajes de similitud entre secuencias, la estructura y la
funcion se puede establecer si las proteinas son ortdlogas o paralogas. Dos proteinas
son consideradas ortdlogas si sus secuencias de aminoécidos son muy similares, llevan
a cabo la misma funcién en diferentes especies y han acumulado mutaciones debido a la
especializacion de acuerdo a la especie. Mientras que las proteinas son paralogas
cuando de acuerdo al porcentaje de similitud de sus secuencias las proteinas son
homologas, sin embargo, llevan a cabo funciones diferentes, esto se da por duplicacién
de genes y divergencia evolutiva (Twyman, 2004). En el caso de proteinas paralogas la
prediccion de la funcidn a partir del porcentaje de similitud por alineamiento de secuencias
no es confiable.

3.2.4. Andlisis de secuencias especificas

La identificacion de dominios 0 motivos conservados es de mucha utilidad para
establecer relaciones entre estructura y funcion de las proteinas (Buehler y Rashidi,
2005). Como recordaras de la asignatura de Bioquimica, los dominios son unidades
estructurales basicas de las proteinas. Algunos dominios tienen una funcion especifica
asociada.
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Un ejemplo de secuencias especificas es la presencia del dominio conservado “RING
finger” constituido por 40-60 residuos y que es rico en cisteinas. Este dominio esta
presente en células eucariontes y virales y tiene la caracteristica de poder unir dos
atomos de Zinc (Borden, 1996). Las enzimas que poseen este dominio participan en el
proceso de ubiquitinacion, por lo tanto es importante para la caracterizacion de proteinas
la busqueda de este tipo de secuencias repetidas. En la figura 10, se muestra una
representacion de este dominio y su interaccion con los atomos de Zinc.

X X X X X X
X X X X
o o X
X X X X
C C C C
xN\ / = x N / x
o Zn o o Zn X
oo/ Yoo H/ R
X X X X
H OH X X H X o H H H X H X

Figura 10. Representacion del dominio “RING finger’ en donde se muestra la interaccion de las
cisteinas con los 4&tomos de zinc. (C: cisteinas conservadas asociadas a la unién del Zinc. H:
histidinas conservadas asociadas a la unién del Zinc. Zn: &tomo de zinc. X: Cualquier aminoacido)
(Adaptado de Borden, 1996 http://prosite.expasy.org/cqi-bin/prosite/prosite-search-ac?PDOC00449

ProDom es una base de datos de dominios de familias de proteinas generada a partir de
la comparacion de secuencias de proteinas que ya se conocen, puedes accesar a través
de la siguiente direccion http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/form.php.

Al ingresar tu secuencia de consulta en ProDom, el programa realiza una basqueda
comparandola con secuencias ya conaocidas En la siguiente imagen se muestra el tipo de
informacion que puedes obtener del andlisis, como informacion general de los dominios,
los nombres mas frecuentes de proteinas que presentan esos dominios, caracteristicas de
los alineamientos y una visualizacién de los dominios en estructura tridimensional (Bru et
al., 2005).
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A3EHE7_VIBCH 159-216 3kin A 159-216
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Q2NB98_ERYLH 165-222 3p7n A 162-219

S G " S .
N N I S .

Ademas de la informacion presentada anteriormente, ProDom da una imagen con el
arreglo de la presencia de los dominos a lo largo de secuencias de varias proteinas, como
se muestra acontinuacion.
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PROSITE es otra base de datos para el analisis de secuencias asociadas a familias de
proteinas y dominios http://prosite.expasy.org/ (Sigrist, 2012).

Un motivo es una secuencia especifica que tiene una significancia biolégica. Estas
secuencias repetidas pueden estar relacionadas a procesos como modificacién post-
traduccionales como glicosilaciones, fosforilaciones, etc. (Westhead, Parish, Twyman,
2002).

Un ejemplo es la secuencia N-{P}-[ST]-{P} que es un motivo para la N-glicosilacion, es
decir es una secuencia blanco para la modificacion por glicosilacion en el residuo de
asparagina (N). Este motivo esta conformado por una asparagina (N), seguida de
cualquier aminoacido menos prolina (P), seguido de ya sea una serina (S) 0 una treonina
(T) y al final la presencia de cualquier aminoacido menos prolina (P) (Medzihradszky,
2008). Al analizar las secuencias de aminoacidos se pueden encontrar posibles sitios de
modificaciones por glicosilacion, sin embargo, es este caso hay que tener cuidado con el
analisis de este tipo de secuencias que son muy cortas, ya que puede a lo largo de la
secuencia de aminoacidos de una proteina puede presentarse en repetidas ocasiones
esta secuencia sin ser un sitio de glicosilacion dando origen a un falso positivo
(Westhead, Parish, Twyman, 2002).

Como te podras dar cuenta el uso de herramientas bioinformaticas permite realizar una
gran cantidad de andlisis de los que se obtiene mucha informacion, una vez que se tienen
los resultados es fundamental interpretarlos de manera correcta y en funcion de los
objetivos que se plantearon al inicio de la investigacion. Otro punto importante es que en
algunos casos los resultados obtenidos con las herramientas bioinformaticas pueden

Universidad Abierta y a Distancia de México 29


http://prosite.expasy.org/

U3

Bioinformatica
Analisis de secuencias de aminoacidos

tener limitaciones y es importante verificar con ensayos experimentales cuando se quiere
asegurar que una proteina cumple con determinada funcién biologica o tiene una
estructura determinada.

3.3. Aplicaciones précticas del analisis de secuencias de
aminoacidos

En las secciones anteriores aprendiste a utilizar herramientas bioinformaticas para el
estudio de la estructura y funcién de las proteinas. Ahora, en esta seccién abordaremos
otras aplicaciones que son Utiles para determinar propiedades fisicoquimicas a partir de la
secuencia de aminoacidos. También tendras un acercamiento a una fuente de
informacion especializada en enzimas y presentaremos el acoplamiento molecular, el
cual es un método para predecir computacionalmente la unién de una proteina con algun
ligando.

3.3.1. Determinacion de propiedades fisicoquimicas de las
proteinas

La determinacion de propiedades de las proteinas como su masa molecular, punto
isoeléctrico (pl), estabilidad a diferentes temperaturas y a diferentes valores de pH es
fundamental para llevar a cabo procedimientos experimentales de purificacién de
proteinas y estudios de funcionalidad, por esta razén se han desarrollado herramientas
mediante las cuales se pueden calcular algunos parametros de manera teérica a partir de
la secuencia de aminoacidos.

Conocer la masa molecular de una proteina es Util para llevar a cabo técnicas de
purificaciébn como cromatografia de exclusién molecular y para ubicar la banda
correspondiente a la proteina de interés en geles de poliacrilamida.

El punto isoeléctrico de una proteina corresponde a un valor de pH al cual la proteina
tiene una carga neta de cero ya que las cargas positivas de los residuos de aminoacidos
igualan a las cargas negativas. Conocer el punto isoeléctrico y el nimero de residuos
cargados de las proteinas es Util para llevar a cabo técnicas de purificacion de proteinas
como cromatografia de intercambio ionico.

Para la determinacion del punto isoeléctrico y la masa molecular de las proteinas a partir
de su secuencia de amino&cidos ingresa a la siguiente direccién
http://web.expasy.org/compute pi/, encontrards una pantalla como la que se muestra a
continuacion. Ingresa la secuencia de aminoacidos de la lipasa/esterasa que habiamos
analizado en la seccién 3.1 de esta unidad.
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€ > C [ web.expasy.org/compute_pi/ e 2

EQF \ExPASy Compute pl/Mw fome 1 Contact

Compute pl/Mw tool

Compute pl/Mw is a fool which allows the computation of the theorefical pl (isoelectfric point) and Mw (molecular weight) for a list of UniProt Knowledgebase (Swiss-Prot ar TrEMBL) entries or
for user entered sequences [reference].

Dacumentation is available.

Compute pl/Mw for Swiss-Prot/ TrEMBL entries or a user-entered sequence

Please enter one or more UniProtkKB/Swiss-Prot protein identifiers (ID) (e.g. ALBU_HUMAN) or UniProt Knowledgebase accession numbers (AC) (e.g. P04406), separated by spaces, tabs
or newlines. Alternatively, enter a protein sequence in single letter code. The theoretical p/ and M (molecular weight) will then be computed.

MMEMIPPQPFTFEAGERAVLLLEGFTGNSADVRMLEGRFLOSK
GYTCHAPIYHGHGVPPEELVATGPEDWWQDY INAYEHLKQRH
ERIAVVELSLGEVESLKLGYTVEVVEIVEMCARMY TESEQTH
YEGVLAYAREYKKREGKSEDQIEREMVEFAKT PMKTLKALQQ
LIAEVRDHLDFTYAPVEVVGARHDDMINPDSANT IYNGVESP
VEQMEWYEESGHVITLDKEKEQLHEDI YAFLESLDN

y
Or upload a file from your computer, containing one Swiss-Prot TrEMBL ID/AC or one sequence per line: Ningtn archiv seleccionado

Resolution: ® Average or © Monoisotopic

Click here to compute plithw

Los resultados, que se presentan en la siguiente interfaz, muestran la secuencia de
aminodcidos de la proteina y en la parte inferior se presenta el punto isoeléctrico tedrico
calculado que es de 5.59 y se muestra también el peso molecular teérico calculado de
28130.4 Da.

€« € | [) web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool vy =

ﬁE]ExPASy Compute pl/Mw fome | Contact

Compute pl/Mw
Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

10 20 30 40 50 60
MMRMTPPQPF TFEAGERAVL LLHGFTGNSA DVRMLGRFLQ SKGYTCHAPT YRGHGVPPEE

70 g0 90 100

70 80 120
LVHTGPEDWH QDVINAYEEL KQEHEXIAVV GLSLGGVFSL KLGYTVEL

20
IVEMCABMYI
150 160 170 180
QIER EMVEFAKTPM KTLEALQQLI AEVRDHLDFI

130
HSEQTMYEGY LAYAREVEER

EGH

190 200 210
YAPVFVVQAR HDDMINPDSA NITYNGVESP VEQMEWYEE

230 240
HVITLDREK EQLHEDIYAF

LESLDW

Theoretical pl/Mw: 5.59 / 28130.40

Para obtener informacion especificamente de enzimas puedes accesar a BRENDA
http://www.brenda-enzymes.info/, un sitio de libre acceso donde se compila una coleccion

de datos en relacién a estructura, funcién y diversos parametros de las enzimas.
En la siguiente interfaz se presenta la informacion que se puede obtener en este sitio.

En la seccion de nomenclatura (Nomenclature) podras encontrar una enzima de acuerdo
a su nombre comun, su hombre sistematico, su numero de clasificacion.
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En la parte de reaccion y especificidad (Reaction & Specificity) podras encontrar
informacién de la reaccion catalizada por una enzima, los sustratos y productos; la ruta
metabdlica en la que participa, asi como interaccion con ligandos, inhibidores y/o
cofactores.

<« (o}

{2} BRENDA home .
o9 login
Q. history

& Aenzymes

q Quick Search

www.brenda-enzymes.info,

¥ "BRENDA ||

The Comprehensive Enzyme Information System

e
lg\ et Séarch |Nomenclature Reaction & Specificity Functional Parameters
Enzyme Names Pathway Km Value
Q Advanced Search EC Number Catalysed Reaction kcatKm Value
@ Substructare Search Common’ Recommended Name| Reaction Type Ki Value
Systematic Name Natural Substrates and Products | IC50 Value
Y TaxTree Explorer Synonyms Substrates and Products pl Value
CAS Registry Number Substrates Turnover Number
(ES) ecexpiorer Natural Substrate Specific Activity
[jh - Products pH Optimum
Natural Product pH Range
& Gonome Explorer Inhibitors Temperature Optimum
Isolation & Preparation Cofactors Temperature Range
2 onowoqy Expiorer Metalstons Kinetic ENzyme DAta
Functional Enzyme Purification Activating Compounds Org lated inf -
Parameters Cloned Ligands e
EBML ssuL output Expression Biochemicals Reactions Aligned S;%?g:;’?ss
m Soap Renatured e
Crystakization Localization
TutorialTraining : Protein-Specific Search
BRENDA input Stability Enzyme Structure Disease & References
Propose new enzyme pH Stability Sequence/ SwissProt link Disease/ Diagnostics

Improve BRENDA!
IntroductionReferences

3D-Structure/ PDB link
Molecutar Weight

Temperature Stability References

General Stability

Contact and Impressum Organic Solvent Stability Subunits Application & Engineering
News Oxidation Stability Posttranslational Modification Engineenng

Jobs. Storage Stability Application

Copright = “Webmaster Sandra Placzek

La seccion de parametros funcionales (Functional parameters) integra informacion de
cinética enzimatica como son los parametros cinéticos: Km, nimero de recambio,
constante catalitica, ademas de valores de pH 6ptimos, valores de temperatura 6ptimos y
punto isoeléctrico (pl).

La seccion de estructura de enzimas (Enzyme structure) presenta informacion
relacionada con modificaciones post-traduccionales, subunidades de la proteina, links
para el PDB e informacion sobre cristalizacion.

En las demés secciones podras encontrar informacion de la localizacion subcelular de la
enzima en un determinado organismo o tejido, asi como datos de su estabilidad y
expresion como proteinas recombinantes.

En el siguiente ejemplo se presentan los resultados para la busqueda de informacion de
las lipasas de triacilgliceroles, con el nimero de clasificacion 3.1.1.3. Como puedes
observar en la siguiente interfaz se presenta la reaccion catalizada por la enzima, asi
como algun comentario si es necesario enfatizar alguna informacion, el organismo del
cual se obtuvo la enzima y la referencia bibliografica para obtener mas informacion
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€« C | [1 www.brenda-enzymes.info/php/result_flatphp4?ecno=3.1.13

{2} BRENDA home

 BACK

@&, History of your search
Improve BRENDA!

Enzyme Nomenciature

Source Tissue
Localization

= diacylglycerol +a
carboxylate

BRENDA

The Comprehensive Enzyme Information System

EC 3.1.1.3 - triacylglycerol lipase

2 i

a

En la seccion del diagrama de la reaccién (Reaction Diagram) puedes obtener un
esquema, como el que se muestra a continuacion, de la reaccion catalizada por la enzima

de interés.

EC number
EC NUMBER | COMMENTARY
g e =
Readtion 3143 B
Reaction Type
Pathway RECOMMENDED NAME | GeneOntology No.
Mame lipase GO:0004806
Synonyms
CAS Registry Number
Fm———— REACTION REACTION | COMMENTARY ORGANISM UNIPROT | LITERATURE
DIAGRAM ACCESSION

Substrate/Product G
Natural Substiates H20
Cofactor - ca A B B B
lstals and lons
i ~H20 Ser207 is an active site serine Pseudomonas sp. Q9RBY1 660306
Activating Compound ~diacygycerova  Ji
Functional Parameters carboxylate
Kl Value +H20 enzyme form L3: catalytic Iriad is formed by conserved Ser, His and Asp residues Asperaillus oryzae 650654
Tumnover Number = 2 A
kealKil Value
K Value +H20 enzyme contains the conserved pentapeptide Ala-Xaa-Ser-Xaa-Gly Bacillus sp. 650654
IC50 Valus = va B
Specific Activity
pH Optimum ~H20 Phed4 is involved in substrate binding and is responsible for accommodating the acyl chain length ofthe  Rhizomucor miehei 650688
bH Range =diacylglycerol +a A substrate
[Temperature Optimum carboxylate
[Temperature Range triacylglycerol + H20 catalyiic serine residue, deeply buried under a domain called the exirusion domain, which is composed ofa  Home sapiens 650899
ol Value - diacylglycerol +a cap and a lid segmentof 58 amino acids, catalylic reaction mechanism

" carboxylate

triacylglycerol + H20 enzyme shows high enantioselectivity on racemic subsirates Bacillus sp. 651025

[ www.brenda-enzymes.info/Mol/reaction-popup.php47id=10653&type=1&displayType=marvin ]

0 &

Reaction catalyzed by triacylglycerol lipase (3.1.1.3), lipoprotein lipase (3.1.1.34), hormone-sensitive lipase (3.1.1.79)

R

O A0 ] o
OH
o
R

triacylglycarol + H20= diacylglycerol  + a carboxylats

También puedes accesar a valores como el punto isoeléctrico de diversas lipasas
obtenidas a partir de diferentes organismos, como se muestra a continuacion.
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€« C | [ www.brenda-enzymes.info/php/result_flatphp4?ecno=3.1.1.3 By
(o) BRENDA home
S BACK
. History of your search th
|mprove BRENDA! The Comprehensive Enzyme Information System
EC 3.1.1.3 - triacylglycerol lipase
Enzyme Nomenclature
EC numboer pl VALUE | pl VALUE MAXIMUM | ORGANISM UNIPROT ACCESSION NO.| COMMENTARY LITERATURE
Name

4.2 - Candida parapsilosis QBNING Lip1, calculated 651120
Reaction
Reaction Typs 42 - Serrafia marcescens - isoelectric facusing 694933
Pathway 43 44 Asperqillus cameus - isoelectric facusing 653693
Systematic Name 44 - Pseudomonas sp. QIRBY1 - 650306
Snony
=ynenyms 44 - Aspergillus niger - isoelectric focusing 653101
CAS Registry Number

- 5 ! . b. .
Enzyme-Ligand Interactions, 45 Pseudomonas s extracellular enzyme 650654
Substrate/Proguct 45 - Mycobacterium tuberculosis ~ P77909 - 665729
Natural Substrates 45 - Geotrichum marinum - Isoelectric focusing 666216
ity 47 4.3 Pseudomonas fluorescens - isoelectric focusing 652591
letals and |
‘;i‘:’fﬂr ons 473 . Streptomyces coelicolor Q83J06, Q95245 isozyme SCOT513, predicted value 692122
Activating Compound 4.83 - Jacaranda mimosifolia BOFTZ8 predicted pl-value of mature native enzyme 694702
Functional Parameters: 485 . Emericella nidulans - isoelectric facusing 651552
KN Value 49 - Pseudomonas aeruginosa - - 665893
Turnover Humier 5 - Litopenaeus vannamel = isoelectric facusing 714773
keat/kil Value
< valus 55 Candida parapsilosis Q8NING Lip2, calculated 651120
(G50 Value 55 - Penicillium candidum - isoelectric facusing 653102
Specific Activity 55 - Pseudomonas aeruginosa - isoelectric focusing 682607
pH Optimum 55 . Gibberella 7eae . isoform FGLS, deduced from amino acid sequence 714856
H Range

L2 L 5.6 - Gibberella zeae - isoform FGL2, deduced from amino acid sequence 714856
Temperature Optimum
Temperature Range 57 . Pseudomonas aeruginosa - isoelectric facusing 664156
I Value 5.7 - Gibberella zeae - isoform FGL3, deduced from amino acid sequence 714856
Organism related 57 - Oncorhynchus tshawytscha - Isoelectric focusing 715063
Information .

58 - Pichia burtonii - isoelectric facusing 650854

e Candida mnnea - Lip3 monomer, isoelectric focusing 651285
i hrenda-enzumes.info/nhnfflat recult.ohnd?ecnn=1.1.1.38araanicm lict=&Suchward= & IniProtAce=2nl VAL LIF

Como te pudiste dar cuenta, en este sitio se compila una gran cantidad de informacion de
enzimas de diferentes organismos, expléralo para aprovecharlo al maximo.

3.3.2. Acoplamiento molecular para el estudio de proteinas

El acoplamiento molecular (docking) es un método para predecir computacionalmente
la union de 2 moléculas, donde una de las moléculas es una proteina. Esta aproximacion
es usada debido a que representa ahorro de tiempo y de dinero en las labores de
investigacion. Surgida principalmente de la necesidad de obtener estructuras de proteinas
confiablemente y dada la dificultad de obtener informacion sobre las estructuras de las
proteinas mediante métodos experimentales, esta aproximacion computacional presenta
una alternativa que tiene como principal problema perder exactitud al predecir uniones
entre moléculas cuando la(s) proteinas deben pasar por cambios conformacionales para
lograr unirse (Smith y Sternberg, 2002; Pérez, A., 2011).

Las interacciones moleculares juegan un papel esencial en los procesos bioldgicos, las
interacciones involucran la interaccion entre proteina-proteina, enzima-sustrato, proteina-
acido nucleico, proteina-farmaco y farmaco-acido nucleico. Las interacciones
mencionadas participan en procesos como la transduccion de sefales, transporte celular,
regulacion del ciclo celular, control de la expresidn génica, inhibicién enzimatica,
reconocimiento de anticuerpo-antigeno y la formaciéon de complejos multiprotéicos
(Hernandez-Santoyo et al., 2013). Para entender las uniones y la afinidad de las
interacciones entre moléculas, se necesita conocer la estructura terciaria de las proteinas.
Sin embargo determinar la estructura de una proteina con métodos experimentales es
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frecuentemente dificil y caro, por lo cual determinar el acoplamiento de dos moléculas por
métodos computacionales, se considera una aproximacion importante y alternativa a los
métodos experimentales, para entender las interacciones moleculares entre proteinas y
otras moléculas.

Figura 11. Elementos del acoplamiento molecular, se muestra la proteina y su ligando. (Tomada
de Hernandez-Santoyo et al., 2013)

La vision original de las interacciones entre proteinas es caracterizada por el modelo de
llave y cerradura propuesto por Emily Fischer. Este modelo enfatiza la importancia de los
efectos estéricos en la interfaz de unién para lograr especificidad de unién. En este
modelo, la estructura de una proteina provee un “bolsillo” que permite a la estructura
complementaria de la proteina a unirse encajar en la otra proteina. La unién
frecuentemente resulta en cambios conformacionales de las moléculas que interaccionan,
la especificidad es lograda mediante la adaptacion de ambas moléculas mientras se unen
(Pérez A, 2011).

El acoplamiento molecular se enfoca en predecir mediante herramientas
computacionales la estructura del complejo formado por dos moléculas (Pérez, A., 2011).
La importancia y eficiencia de las aproximaciones computacionales al acoplamiento de
moléculas crece en medida que aumenta la descripcion por métodos experimentales de la
estructura de algunas proteinas. La informacion obtenida de la estructura de las proteinas
es almacenada en bases de datos como el PDB y Worldwide Protein data Bank (wwPDK),
que tienen mas de 88000 estructuras de proteinas (Hernandez-Santoyo et al., 2013). La
informacion almacenada en estas bases de datos juega un papel crucial, ya que se puede
saber la funcién en los procesos fisioldgicos de las proteinas u obtener informacion sobre
su afinidad de union —usando bases de datos como AffinDB o BindDB- que como veremos
mas adelante, mejora la eficiencia de los procedimientos computacionales de
acoplamiento.

El acoplamiento molecular como método computacional de simulacion, intenta predecir la
conformacion de un complejo receptor con su ligando, donde el receptor frecuentemente
es una proteina o un acido nucleico y el ligando es una proteina o una molécula. La
prediccion adecuada de los formas de unién entre ligandos y proteinas es de vital
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importancia, en un mundo que usa la estructura de las proteinas para disefiar farmacos.
La aplicacibn mas importante del acoplamiento computacional, es la seleccion
computacional de moléculas a partir de una base de datos para investigarlas mas a fondo,
ya que al ser rapido y practicamente sin costo, permite a los investigadores decidir en qué
moléculas enfocar su investigacion, de acuerdo a sus objetivos.

Avances significativos se han hecho en este campo, dado el incremento en la capacidad
de computacién, sin embargo hasta ahora poder incorporar la flexibilidad de las proteinas
en la computacion de las interacciones es un reto y quiza el principal problema de este
campo. Se ha rebelado en estudios realizados por cristalografia de rayos X, que muchas
veces hay ligandos que se encuentran unidos a una proteina y con partes de su superficie
enterrada en un rango del 70 al 100%, evento que sélo puede ser logrado si la proteina es
flexible (Hernandez-Santoyo et al., 2013).

Modelar la interaccién de 2 moléculas es un problema complejo, debido a la presencia
muchos factores involucrados en la asociacién molecular, como las interacciones
hidrofébicas, fuerzas de van der Waals, las interacciones entre amino acidos aromaticos,
puentes de hidrogeno y fuerzas electrostaticas. La modelacion computacional de
acoplamiento es dificil debido a que hay muchos factores que se desconocen como
interactlan y sobretodo como afecta el solvente en el proceso de asociacion entre las
moléculas. Lo anterior mente mencionado termina de cobrar relevancia, cuando se toma
como objetivo de este método, imitar el curso natural de interaccién entre un ligando y su
receptor mediante la via de mas baja energia, es decir bajo los principios de la
termodinamica.

El protocolo de acoplamiento molecular tiene dos fases, la funcion de blisqueday la
funcidon de puntuacion. En la fase de busqueda, se debe crear una cantidad 6ptima de
configuraciones que incluyan las formas de unién ya descritas con métodos
experimentales (Hernandez-Santoyo et al., 2013). Normalmente realizar una busqueda
exhaustiva consumiria mucho tiempo y poder de computacion, debido a la gran cantidad
de formas en las que dos moléculas se pueden unir. En esta blisqueda se muestrea el
espacio conformacional y se trata de encontrar un punto medio entre el gasto en el poder
de computacién y la cantidad de espacio conformacional muestreado. Algunos algoritmos
usados comunmente en la fase de busqueda son: dinamica molecular, el método de
Monte Carlo, algoritmos genéticos, algoritmos basados en fragmentos, basados en la
distancia geométrica y algoritmos de busqueda sistematica. Detalladamente la fase de
busqueda empieza con la busqueda global de la totalidad de las configuraciones del
espacio traslacional y rotacional, para identificar posibles sitios de interaccion, como ya
mencionamos esto consumiria mucho tiempo y poder computacional, por o que se usan
modelos simplificados de las proteinas basados en la forma geométrica de las moléculas
a analizar, en las fuerzas electrostéticas y complementariedad hidrofébica. Los modelos
simplificados de proteinas “suavizan” los detalles a nivel atémico, para que puedan ser
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representados como figuras geométricas discretas (figuras geométricas individuales y
separables del conjunto) (Pérez, A., 2011). Sin embargo la forma geométrica no es la
Unica restriccion que determina los eventos de interaccion, las propiedades quimicas
entre los residuos que interactan y la energia libre son vitales para determinar la union
entre receptor y ligando. Algunos algoritmos permiten superposicion estérica, para dar
cuenta del cambio conformacional de la proteina, sin embargo se debe tener cuidado con
este parametro ya que puede resultar en la identificacion de falsos positivos (Pérez, A.,
2011).

Después de muestrear el espacio conformacional, se elige una region de interés, dado
gue la funcién de bldsqueda tipicamente arroja muchos candidatos, los cuales como ya
vimos provienen de modelos simplificados y muchos de ellos no corresponden a la
configuracién nativa a nivel atébmico. Una forma de solucionar este problema, es modelar
los cambios de las cadenas secundarias y la estructura principal que ocurren cuando se
induce la unién. En esta etapa, la gran cantidad de grados de libertad (nimero de
elementos gue son libres de cambiar, al final del calculo) el calculo consume muchos
recursos computacionales. Por lo cual la cantidad de las estructuras candidatas se debe
reducir a un nimero manejable (determinado por los investigadores). Una aproximacion
comun es quedarse con las estructuras que sean mas estables (porque tienen niveles
bajos de energia libre de Gibbs) o un conjunto de estas estructuras. Después se agrega al
proceso de seleccidn, informacion sobre las propiedades fisico-quimicas de las regiones
de union, evidencia empirica de los residuos de contacto en la region de unién y residuos
conservados, con la finalidad de incrementar la especificidad de la funcién de puntaje para
esta etapa.

Posteriormente se intenta refinar las estructuras candidato, en esta etapa se concentra en
los cambios hechos en la region de union. Se intenta minimizar la energia libre quitando la
superposicion de elementos estéricos y la optimizacion de las interacciones estéricas y
electrostaticas. Un pequefio ejemplo de como es el procedimiento en esta etapa usando
el algoritmo de Monte Carlo, seria tomar un residuo y su isémero conformacional se
cambia por otro. Se calcula la energia libre total y se mantiene el cambio si la energia libre
es menor con el cambio. Este proceso se repite hasta que se alcanza la minimizacion de
la energia libre.

Finalmente se elige un modelo, esta etapa se enfatiza la eleccion de estructuras que se
parezcan a la estructura nativa de la proteina, por lo cual ahora no se permiten errores de
correspondencia entre la estructura candidata y la estructura nativa, es decir no se
permite “suavizaciéon” de las estructuras.
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El otro gran componente del protocolo de acoplamiento molecular es la funcion de
puntaje, que consiste de una serie de métodos matematicos usados para predecir la
fuerza de las interacciones no covalentes, a lo que se llama afinidad de union.

Hay tres importantes aplicaciones de las funciones de puntaje en el protocolo de
acoplamiento molecular. El primero es determinar la forma de unién y el sitio del ligando
en la proteina. La segunda aplicacion es predecir la afinidad de unién absoluta entre una
proteina y un ligando, que es particularmente importante para mejorar la eficiencia de
futuros farmacos. La tercera aplicacion para el disefio de farmacos basado en la
estructura de las moléculas, es identificar el potencial radio entre moléculas con posibles
efectos terapéuticos para una determinada proteina. Algunas de las funciones de puntaje
usadas son: campo de fuerza, empirica, basada en informacion previa, puntaje por
consenso y complementariedad de formas. La Ultima necesita de la descripcién de la
superficie de la proteina, lo cual puede hacerse transformando la estructura de la
molécula en segmentos de una red (suavizarla), formando cuadrantes o se puede usar un
algoritmo que calcule la superficie accesible al solvente o la superficie inaccesible al
solvente.

Como mencionamos anteriormente, uno de los problemas actuales en el campo del
acoplamiento molecular, es lidiar con la flexibilidad de las proteinas para unirse a su
ligando. Es por esto que el acoplamiento molecular se puede dividir en rigido y flexible.

Acoplamiento rigido: esta aproximacion toma al ligando y a la proteina como estructuras
rigidas y las explora a nivel traslacional y rotacional con solo 6 grados de libertad.

Acoplamiento flexible: Una aproximacion comun bajo este marco es modelar la union
del ligando con la proteina asumiendo que el ligando es flexible y la proteina rigida, por lo
cual sélo se considera el espacio conformacional del ligando. Idealmente también se
deberia tomar el espacio conformacional de la proteina y hay métodos que lo contemplan
(Hernandez-Santoyo et al., 2013). Hay tres categorias generales de algoritmos para
modelar asumiendo flexibilidad en el ligando: métodos sistematicos, métodos estocasticos
o al azar y métodos de simulacion. Debido al gran tamafio de las proteinas y su gran
cantidad de grados de libertad, modelar su flexibilidad es uno de los principales retos.
Para modelar la flexibilidad de las proteinas se han desarrollado métodos que pueden ser
clasificados en: acoplamiento suave, flexibilidad de cadenas secundarias, relajacion
molecular y acoplamiento de ensamble de proteinas.
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Figura 12. Acoplamiento molecular entre la proteina del virus del dengue y su ligando PVP, se
muestran los amino&cidos que patrticipan en la interaccion. (Tomada de Hernandez-Santoyo et al.,
2013).

Actividades

La elaboracion de las actividades estara guiada por tu docente en linea, mismo
que te indicard, a través de la Planificacién de actividades, la dindmica que ta y
tus comparieros (as) llevaran a cabo, asi como los envios que tendran que
realizar.

Para el envio de tus trabajos usaras la siguiente nomenclatura:

BIIN_U3_Al XXYZ, donde BIIN corresponde a las siglas de la asignatura, U3
es la etapa de conocimiento, Al es el niumero de actividad, el cual debes
sustituir considerando la actividad que se realices, XX son las primeras letras
de tu nombre, Y la primera letra de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu
apellido materno.
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Autorreflexiones

Para la parte de autorreflexiones debes responder las Preguntas de
Autorreflexiéon indicadas por tu docente en linea y enviar tu archivo. Cabe
recordar que esta actividad tiene una ponderacion del 10% de tu evaluacion.

Para el envio de tu autorreflexion utiliza la siguiente nomenclatura:
BIIN_U3_ATR _XXYZ, donde BIIN corresponde a las siglas de la asignatura,
U3 es la unidad de conocimiento, XX son las primeras letras de tu nombre, y la
primera letra de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu apellido materno

Cierre de la unidad

Los avances en la tecnologia de secuenciacién han revolucionado muchos aspectos de la
biologia, hoy en dia contamos con bases de datos especializadas y de acceso publico,
que facilitan el estudio del ADN, ARN y las proteinas.

Después de haber hecho un recorrido por algunas de las herramientas que la
bioinformatica ofrece te podras dar cuenta que esta disciplina no solamente es Util para el
analisis de secuencias y de estructuras, sino que también ofrece muchas opciones para el
disefio de moléculas Utiles para la ingenieria bioquimica.

Actualmente gracias a la creacién de diversos programas, se puede modelar una proteina
de interés y su interaccion con otras moléculas para poder inferir la reaccion que cataliza
una enzima o bien para el disefio de moléculas como farmacos.

Finalmente es importante recalcar que debido a los rapidos avances de la tecnologia los
programas y bases de datos estan en continua actualizacién y mejoramiento, es por ello
gue la bioinformética ofrece dia a dia nuevas y mejores metodologias para resolver
problemas de la ciencia.
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