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ABSTRACT

The bioinformatic analysis allows relating, predicting and analyzing a set of proteins of
interest that share conserved areas in common by using a computer (in silico). This
bioinformatic analysis is made from the sequence of databases, domains and key regions
that make up the catalytic function of a protein. The amino acid sequence provides a
prediction corresponding to the conserved regions. Subsequently, the amino acid sequences
are coupled in an orderly manner by their function and structure, which generate spatial
projections of tertiary structures that allow the recognition of key sequences for coordinated
mutations. Bioinformatics in phenoloxidase enzymes such as laccase, manganese
peroxidase and decolorizing peroxidase allows observing protein structures, alpha and beta
chains as well as the ions responsible for catalysis. In silico techniques play an important
role in different areas such as medicine, biotechnology and genomics for the benefit of
human health. The DNA sequencing technique identifies organisms by means of amino
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acid sequences taken from database to make template proteins, sequence alignment,
homology modeling and the validation or identification of organisms.

Keywords: Amino acids, bioinformatics, phenoloxidases, homology, proteins.

RESUMEN

El analisis bioinformatico permite relacionar, predecir y analizar un conjunto de proteinas
de interés que comparten areas conservadas en comun a través de un computador (in silico).
Este analisis bioinformatico se realiza a partir de la secuencia de bases de datos, dominios y
de regiones clave que conforman la funcién catalitica de una proteina. La secuencia de
aminoacidos proporciona una prediccion correspondiente a las regiones conservadas.
Posteriormente las secuencias de aminoacidos se acoplan de manera ordenada por su
funcion y estructura, mismas que generan proyecciones espaciales de estructuras terciarias
qgue permiten el reconocimiento de secuencias claves para mutaciones coordinadas. La
bioinformatica en las enzimas fenoloxidasa como lacasa, manganeso peroxidasa Yy
decolorante peroxidasa permite observar estructuras proteicas, cadenas alfa y beta, asi
como los iones responsables de la catélisis. Las técnicas in silico juegan un papel
importante en areas como la medicina, la biotecnologia y la genémica en beneficio de la
salud humana. La técnica de secuenciacion de ADN identifica organismos por medio de
secuencias de aminoacidos tomadas de bancos de datos para elaborar proteinas molde,
alineamiento de secuencias, modelamientos por homologia y la validacién o identificacion
de organismaos.

Palabras clave: Aminoéacidos, bioinformatica, fenoloxidasas, homologia, proteinas.

1. INTRODUCCION

En el género Pleurotus se encontraron dos hemoperoxidasas, llamadas manganeso
peroxidasa (MnP) y versatil peroxidasa (VP), ademas de estas peroxidasas, se detectd la
produccion en estos hongos ligninoliticos otra enzima fenoloxidasa denominada lacasa
(Heinfling et al., 1998; Mester & Field, 1998). Los hongos se clasifican atendiendo los
detalles de su ciclo de vida en alguno de los cuatro filos (basidiomicetos, zigomietos,
ascomicetos o quitridiomicetos). La aparicion de la bioinformatica y la técnica de
secuenciacion de ADN permitieron clasificar a los hongos por medio de su ADN en donde
se encuentra el material genético (Vazquez & Contreras, 2003). Las proteinas son las
unidades que conforman el fenotipo y participan en la estructura y funcion de un ser vivo.
La técnica de secuenciacion permite determinar el genoma completo de una especie
determinada, generando informacidn que se almacena en bases de datos para su analisis, al
conjunto de las ciencias bioldgicas con las herramientas computacionales se les denomina
herramientas bioinformaticas (Vergara et al., 2008). Dentro de las ciencias bioldgicas el
estudio de las proteinas es muy importante gracias a estas técnicas se analiza su estructura y
composicion. Con la ayuda de los modelamientos es posible visualizar y generar la
estructura tridimensional de las moléculas e incluso afiadir interactividad y generar una
aplicacion que facilita el estudio en particular de algunas proteinas (Vazquez & Contreras,
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2003). Algunos microorganismos ligninoliticos como los hongos de podredumbre blanca
pertenecen al grupo de los basidiomicetos, este tipo de hongos se caracterizan por formar
esporas sexuales llamadas basidioesporas (Sanchez, 2015).

2. PROCEDIMENTO PARA EL ANALISIS BIOINFORMATICO DE
PROTEINAS

En analisis bioinformatico es una herramienta computacional con una serie de pasos
ordenados que permite relacionar, predecir y analizar un conjunto de proteinas que
comparten areas conservadas durante su desarrollo a través de un computador (in silico). El
analisis bioinformatico puede estar constituido por una secuencia de 8 pasos, la primera
etapa se conforma por la seleccion de la proteina de cual se tenga interés en su funcién
biologia, asi como de los organismos de los cuales ha sido reportada y en donde ha sido
encontrada de acuerdo a su funcion catalitica (Autin et al., 2012). Posteriormente sigue la
base estructural, en este paso se pretende describir de forma precisa la localizacion de los
dominios a través de mapeos en la estructura de la proteina en donde la multifuncionalidad
de la proteina dependera del orden de los aminoacidos, asi como de las diferentes regiones
y dominios, los cuales pueden estar cercanas a la region funcional (Balasubramanian et al.,
2009). La tercera etapa del andlisis bioinformatico es la prediccion a partir de secuencias de
proteinas, la prediccion bioinformatica corresponde en la determinacion de los dominios
conservados que son responsables de las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina y
donde el andlisis bioinformatico evalla todas las secuencias homologas de aminoéacidos
encontradas (Khan et al., 2012). El cuarto paso es la creacidn de una base de datos con las
secuencias de proteinas homdlogas obtenidas en el paso anterior, esto con el fin de obtener
mejores aproximaciones en la prediccién de las estructuras, las bases de datos se actualizan
de manera constante con la informacién que se obtiene de las nuevas estructuras homologas
(Hernandez et al., 2014). La base de datos para el analisis bioinformatico se puede disefiar
usando el servidor MySQL, que es un servidor bioinformatico que se utiliza para generar el
codigo Hypertext Preprocessor (PHP) y crear archivos, informes, listas y formularios que
facilitan el desarrollo de las partes importantes de las estructuras homologas, por nombrar
algunos ejemplos de bases de datos se encuentra Uniprot, que es una base de datos de
informacién de estructura, funcion y bibliografia sobre proteinas, o de Pfam que es una
base de datos y servidor que permite identificar familias y dominios de proteinas en comun
de forma selectiva (Hernandez et al., 2014). El siguiente paso es el alineamiento, donde las
secuencias homologas son organizadas de manera Optima, en estos alineamientos se
aprecian similitudes en la estructura y composicion de aminoécidos. El alineamiento se da
por la organizacién de aminoacidos de las proteinas, y nos indica los posibles cambios en
las secuencias homologas que comparten un ancestro comun en la proteina de interés
(Gomez et al., 2008). Seguido a los pasos previos se realiza el analisis de secuencias, donde
se observan motivos y dominios que sugieren un equilibrio de la secuencia, su especificidad
y estabilidad termodinadmica. El andlisis de secuencias construye patrones y perfiles a partir
de alineamientos mdaltiples, obteniendo regiones conservadas en un conjunto reducido de
proteinas (Gomez et al., 2008). El analisis de secuencias puede ser en un principio por el
programa Pfam que permite identificar patrones secuenciales comunes a diversas familias
de proteinas. Este programa Pfam permite buscar un conjunto restringido de dominios
mediante dos subprogramas: PfamA y PfamB. PfamA proporciona una salida mas
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restringida, expurgada por eliminacién de las dianas menos especificas. PfamB representa
una salida menos restringida que contiene resultados menos especificos por lo que permite
identificar posibles funciones de las proteinas que son filtradas por PfamA (Finn et al.,
2011). Por pendltimo paso esta el modelamiento por homologia, el cual genera
proyecciones espaciales de estructuras proteicas a través de secuencias de aminoacidos. El
modelamiento se puede realizar con la herramienta computacional Python Molecular
Viewer (PMV) que proporciona el sombreado, iluminacién, transparencia y reflectividad
necesaria para dar mayor realismo a modelamiento (Haines, 2006). La herramienta
computacional PMV modela por medio de secuencias de aminoacidos obtenidas del banco
de datos Protein Data Bank (PDB) (Chen & Chen, 2002). Por dltimo, en el analisis
bioinformatico de proteinas se puede realizar la generacion de mutantes, que permite
sugerir una coevolucién o mutacion dirigida de proteinas (Hernandez et al., 2014). El
analisis de mutaciones permite la estimacion de la relacion evolutiva entre dos posiciones
de aminoécidos en una familia de proteinas y de esta manera, identificar aquellas
posiciones de los aminoécidos estructural o funcionalmente relevantes que tienden a
modificarse (Hernandez et al., 2014).

3. BIOINFORMATICA DE LAS ENZIMAS FENOLOXIDASAS

Las enzimas fenoloxidasas tienen una funcion importante en el proceso de descomposicion
del carbono que es capaz de catalizar la oxidacion de compuestos aromaticos, estos
compuestos son degradados por las oxidasas (Varneo et al., 2010). La biodegradacién es un
proceso complejo catalizado por enzimas que muestran inespecificidad, este proceso
implica la depolimerizacion inicial como la transformacion de los productos derivados de
esta reaccion para poder incorporarse en las rutas del metabolismo. EIl sistema enzimatico
de fenoloxidasas estd conformado por dos tipos de actividades enzimaticas una es por
oxidasas y la otra por peroxidasas, estas enzimas tienen la capacidad de actuar directamente
sobre el polimero de la lignina generando en este proceso perdxido de hidrogeno
(Rodriguez, 2006). La degradacion de la lignina por hongos es un proceso multienzimatico
oxidativo en el que participan enzimas ligninoliticas y otras enzimas que son capaces de
oxidar un gran numero de compuestos aromaticos (Higuchi, 2004). Los hongos de
pudricion blanca participan en la biodegradacion de la lignina mediante mecanismos
oxidativos, el sistema enzimatico actla sobre la superficie de la pared celular, las
principales enzimas tienen su funcién catalitica directa o indirectamente sobre la lignina
son la lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas y lacasas (Diaz, 2009).

3.1 Manganeso peroxidasa

Las enzimas peroxidasas se encuentra presente en la mayoria de los hongos que degradan
lignina y que puede estar presente en procesos de degradacion naturales de lignocelulosa,
las enzimas peroxidasa se distribuye entre los hongos de pudricidn blanca (Hofrichter et al.,
2001). La enzima manganeso peroxidasa (MnP), se encontro por primera vez en cultivos
ligninoliticos de Phanerochaete chrysosporium, de este organismo se han purificado diez
iIsoenzimas nombradas H1 a H10, esto fue de acuerdo con su elucion en una columna de
intercambio anionico, de ellas, cuatro correspondieron a isoenzimas de MnP (Kirk &
Farrel, 1987). La enzima MnP se ha hallado en otros hongos de podredumbre blanca y en
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otros basidiomicetos como Panus tigrinus, Lentinula edodes, Nemtoloma forwardii,
Agaricus bisporus, Ceriporioespora subvermispora, Rigidoporus lignosus y Trametes
versicolor (Niladevi, 2009). En las fenoloxidasas la enzima MnP (EC1.11.1.13), tiene un
peso molecular aproximado de 50-60 kDa, tiene un punto isoeléctrico y un pH déptimo
acido (Hofrichter et al., 2001). Esta enzima utiliza H202 para oxidar manganeso divalente
(Mn 1) a manganeso trivalente (Mn I11) dando como resultado, pequefios oxidantes que
puedan actuar sobre la lignina (Kirk & Cullen, 1998). La MnP depolimeriza compuestos
fenolicos y fenoles metilados en lignina sintética, lo que indica que este sistema podria ser
el que se presenta en la depolimerizacion de lignina in vivo (Kirk & Cullen, 1998). La MnP
no es una enzima fuertemente oxidante y en consecuencia incapaz de atacar estructuras
recalcitrantes no fendlicas predominantes en la lignina, sin embargo, si puede oxidar las
estructuras fendlicas mas reactivas (estas conforman aproximadamente el 10% de la
lignina), estas divisiones dan origen a un grado limitado de lignolisis a través de division
aril y otras vias de degradacion, debido a los pequefios radicales que produce y su
capacidad de penetrar la lignina, es el facilitador para el ataque posterior de otras enzimas
mas grandes y con mayor poder oxidante como la lignino peroxidasa (LiP) o Lacasa
(Hadar et al., 2012). En este trabajo la enzima MnP en estudio pertenece al organismo
Pleurotus ostreatus con el nimero de acceso GenBank: AAA84397.1 formato tomado del
banco de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI) el cual se
encuentra constituido por una secuencia de 363 aminoacidos para ser modelada por
homologia por el programa bioinforméatico PMV que nos permite generar una imagen (Fig.
1), donde se puede apreciar de manera proporcional la cantidad de estructuras a-hélice y B-
plegada, ademas en el centro superior de la enzima se aprecia el ion Mn*2 que es utilizado
por esta enzima como cofactor para su funcién catalitica.

Fig. 1. Modelamiento por homologias de la enzima MnP de Pleurotus ostreatus
(AAAB84397.1) empleando el programa bioinformatico PMV.
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3.2. Lacasa

Las enzimas lacasa (LAC) (EC1.10.3.2), son fenoloxidasas constituidas por una secuencia
de aminoéacidos que difiere segln el organismo al cual pertenezca. Las enzimas LAC tienen
la capacidad de catalizar la oxidacion de un amplio espectro de aminas aromaticas y
compuestos fendlicos utilizando el oxigeno molecular como aceptor de electrones
reduciéndolo a agua (Shah & Nerud, 2002). La enzima fenoloxidasa LAC contiene 4
atomos de cobre que se unen al sitio activo y son los responsables de la oxidacion del
sustrato, esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en hongos, plantas, bacterias e
insectos y en cada uno de los casos su funcién es diferente (Gianfreda et al., 1999). Son
glicoproteinas extracelulares con pesos moleculares entre 20 y 80 kDa y aproximadamente
del 15 al 20% de su peso molecular esta dado por carbohidratos (Diaz et al., 2013). Se han
clasificado dentro del grupo de las enzimas denominadas azul cobre oxidasas, estas
enzimas requieren oxigeno y cobre para llevar a cabo su funcion oxidativa (Claus, 2003).
Las enzimas LAC a diferencia de la MnP, no requiere peréxido de hidrégeno (H202) para
oxidar al sustratos (Cordoba & Cultid, 2015). El sitio activo de estas enzimas esta formado
por cuatro atomos de cobre, un atomo del tipo T1, un atomo del tipo T2 y dos a&tomos del
tipo T3, los sitios de los dos iones de cobre T3 estan antiferromagnéticamente acoplados,
los sitios T3 y T2 estan organizados en un unico grupo que es capaz de ligarse al oxigeno,
el cual es el aceptor final de electrones (Niladevi, 2009). Las LAC tiene una coloracion azul
dada por un atomo de cobre, las enzimas que no presenta este atomo de cobre se les
denominan LAC blancas o amarillas (Martinez, 2002). El ion cobre tipo T1 es responsable
del color azul de la proteina, la cobre tipo T2 se caracteriza por no presentar absorbancia
detectable en la region del visible y por tener una alta afinidad por aniones que actdan como
inhibidores de la actividad de la enzima, la cobre tipo T3 son un complejo binario formado
por un par de iones unidos por puentes de hidrégeno con un maximo de absorbancia de 330
nmy un espectro de fluorescencia tipico (Duran, 2007). Para este trabajo la enzima LAC en
estudio est4 constituida por una secuencia de 533 aminodcidos y pertenece al organismo
Pleurotus ostreatus con el niumero de acceso GenBank: AAR21094.1 (NCBI) para ser
modelada por homologia por el programa bioinformatico PMV, donde se puede apreciar
una mayor cantidad de estructuras p-plegada y una menor cantidad de estructuras a-hélice
que contiene en su modelamiento, asimismo, se puede observar el ndcleo trinuclear de
atomos de cobre en el sitio activo de la enzima (Fig 2).

100
Zamora-Mufioz et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(1):95-118



Fig. 2. Modelamiento por homologias de la enzima LAC de Pleurotus ostreatus
(AAR21094.1) empleando el programa bioinforméatico PMV.

3.3. Decolorante peroxidasa

La enzima decolorante peroxidasa (DyP) (E.C. 1.11.1.19) tiene la capacidad de degradar un
amplio espectro de colorantes, se encuentran distribuidas de forma extendida al igual que
otras peroxidasas, estas proteinas en su mayoria se encuentran presentes en bacterias,
mientras que solo una pequerfia cantidad se encuentra en hongos y eucariotas superiores. La
familia de estas enzimas estan conformadas por unos cuatro mil miembros de los que 3707
son bacterias, a los eucariotas les corresponden 117 miembros y solo se encuentran 11
miembros en archea, esto puede sugerir que se trata de la contraparte bacteriana de las
peroxidasas presentes en hongos (Fraaije & Bloois, 2013). Las enzimas decolorante
peroxidasa son bifuncionales ya que aparte de la actividad oxidativa que presentan también
aportan actividad hidrolitica (Colpa et al., 2014). Estas enzimas forman parte de la familia
de las hemoperoxidasas de clase Il que han evolucionado de manera independiente
(Hofrichter et al., 2010). Son hemoproteinas extracelulares que han sido descubiertas
recientemente, estas enzimas tienen la capacidad de oxidar varios colorantes
particularmente los xenobidticos que derivan de las antraquinonas, al igual que compuestos
fendlicos (Sugano, 2009a; Sugano, 2009b). Una caracteristica importante es su capacidad
para oxidar los colorantes de las antraquinonas ya que estos colorantes pueden ser oxidados
por otras pocas peroxidasas y es una caracteristica importante de las DyP (Kim & Shoda,
1999). Estas enzimas forman parte de un sistema de biocatalisis alternativo para la
oxidacion directa de compuestos aromaticos recalcitrantes metoxilados (Liers et al., 2010).
El pH Optimo de estas enzimas se encuentra entre 2 y 4, ademas tiene una amplia
estabilidad térmica y una tolerancia relativamente alta a concentraciones de H20:
(Salvachda et al., 2013). En la figura (Fig.3) se muestra a la enzima DyP de Pleurotus
ostretaus con el nimero de acceso GenBank: CAK55151.1 (NCBI), la cual contiene 525

101
Zamora-Mufioz et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(1):95-118



aminoacidos. Se puede apreciar una cantidad similar de estructuras B-plegadas y estructuras
a-hélice.

Fig. 3. Modelamiento por homologias de la enzima DyP de Pleurotus ostreatus
(CAK55151.1) empleando el programa bioinformatico PMV.

4. LA BIOINFORMATICA UNA HERRAMIENTA MULTIDISCIPLINARIA Y
SUS APLICACIONES EN LA SOCIEDAD

La bioinforméatica es una disciplina que ocupa tecnologias para analizar, organizar y
distribuir informaciédn biologica y poder responder preguntas sobre las ciencias biologicas.
La bioinformatica es una herramienta multidisciplinaria la cual puede ser descrita como la
interaccion conjunta entre la computacion y la biologia, en donde esta disciplina ayuda a
mejorar la calidad de vida humana, las condiciones fisicas, ademéas de seguir disipando
incognitas del genoma humano dando paso a una nueva era de la investigacion genomica
(Zepeda, 2013) . Esta disciplina ha tenido grandes avances en la actualidad como la
deteccion y tratamiento de enfermedades y la produccion de alimentos genéticamente
modificados por mencionar algunos ejemplos. La bioinformatica involucra la solucion de
problemas complejos que incluyen la coleccién, organizacion, almacenamiento vy
recuperacion de la informacion bioldgica que se encuentran en las bases de datos (Zepeda,
2013). De acuerdo con el NCBI, la bioinformatica es un campo de la ciencia en donde la
biologia, la computacién y las tecnologias de la informacion se integran con el fin de
facilitar el descubrimiento de nuevas ideas biologicas y fortalecer los principios
unificadores en la biologia. La bioinformética crea y mantiene bases de datos donde se
almacena informacion biolégica como secuencias de nucleodtidos y aminoacidos. En la
actualidad la bioinformatica es el campo mas popular en el analisis e interpretaciéon de
estructuras proteicas, secuencias de nucleotidos, aminoacidos y dominios de proteinas, al
proceso de analizar e interpretar los datos se conoce como biocomputacion. La
biotecnologia y la medicina molecular con ayuda de la biocomputacién y la bioinformatica
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pretenden incrementar la investigacién gendmica y post genémica haciendo uso de estas
herramientas bioinformaticas (Zepeda, 2013).

5. LA BIOINFORMATICA COMO HERRAMIENTA EN LA CLASIFICACION
DE ORGANISMOS

En la ultima década se han desarrollado métodos experimentales que permiten estudiar
diferentes fendmenos en las ciencias biologicas, de manera que es posible conocer los
genes que componen el genoma de cualquier organismo, esto es posible gracias a una
técnica llamada secuenciacion de ADN (Sanger et al., 1977). La aplicacion de la
secuenciacion y otras técnicas han proporcionado en los ultimos afios grandes cantidades de
informacidn que se almacenan en bases de datos, el analisis de estos datos asi como el
modelamiento por homologia han aparecido como pasos secuenciales en las ciencias
bioldgicas (Vergara et al., 2008). La clasificacion de los hongos se realiza por su
morfologia y su ciclo de reproduccion, las herramientas bioinformaticas y la técnica de
secuenciacion de ADN, clasifican a los hongos en alguno de los filos como basidiomicetes,
zigomietes, ascomicetes, quitridiomicetes o deuteromicetes (Bon, 2005). El anélisis y la
aplicacion de las herramientas bioinformaticas ha podido clasificar al género Pleurotus en
el filo de los basidiomicetos (Bon, 2005). Como se puede observar en la figura (Fig. 4a), el
primer paso para la secuenciacion de ADN es la sintesis de una molécula de ARN usando
como molde un segmento de una de las cadenas de ADN, al transcribirse un gen en el
nucleo de la célula, el ARN contiene las regiones de los intrones como las de los exones,
esta molécula sufre un proceso de maduracion llamado “splicing” donde se eliminan los
intrones gque son no codificantes, generando de esta manera un RNAm maduro (Fig. 4b),
para luego ser exportado a los ribosomas donde se traduce la informacion y se obtienen las
proteinas. Una vez obtenida la secuencia de aminoacidos correspondientes a una proteina
especifica, se puede realizar trabajo bioinforméatico para obtener modelamientos de las
estructuras, como se observa en la figura (Fig. 4c) donde la secuencia especifica se
introduce a un ordenador para dar origen a la posible estructura tridimensional de una
proteina (Necochea & Canul, 2004). Las proteinas se pueden modelar a partir de la
estructura primaria como se muestra en la figura (Fig. 4d), las proteinas se conforman en
estructuras tridimensionales complejas, esto se debe a que la informacién contenida en la
estructura primaria dicta un nimero de diferentes conformaciones posibles y que aquella
mas estable termodinamicamente es la conformacion nativa y funcionalmente activa, asi de
esta manera se obtiene la prediccién y modelamiento computacional de la estructura de las
proteinas (Fig. 4e). Posteriormente, pueden utilizarse las herramientas bioinformaticas para
la identificacion de organismos a partir de la secuenciacion de ADN, en la figura (Fig. 4f)
se muestra como ejemplo el cuerpo fructifero de Pleurotus como organismo identificado
por la técnica de secuenciacion de ADN (Anfinsen, 2008).
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ARN - ADN

)

(a
O\M .

v

ATCACAGTGGGACTCCATAAATTTTTT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGAAAAA
GGACAGAGTCCCAGCGGGCTGAAGGGG
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

¥ (c)

(d)

Fig. 4. Secuenciacion de ADN, (a) transcripcion de genes, (b) ordenamiento lineal de las
secuencias, (c) analisis a través de un ordenador, (d) modelamiento de la estructura
primaria, () modelamiento de estructuras complejas e (f) identificacion de organismos.

5.1. Disefio bioinformatico en 3D por secuencias de aminoacidos

Los disefios estructurales en 3D de la mayoria de las proteinas no se han determinado y
muchas de ellas no tienen un ligando conocido, para estas situaciones ni los métodos
basados en la estructura, ni los metodos basados en ligandos se puede ocupar para describir
el disefio, por lo que se necesita un método para predecir las interacciones proteina ligando,
en ausencia de estructuras o informacion del ligando. Recientemente se disefid un modelo
basado en secuencias para las interacciones proteina ligando construido sobre la secuencia
primaria de las proteinas y las caracteristicas estructurales de moléculas pequefias
utilizando el enfoque de la maquina de vectores de soporte (Wang, 2008). EI modelo de
vectores es una técnica que fue aplicado usando 15000 interacciones proteina ligando entre
626 proteinas y mas de 10 mil compuestos activos (Lemer et al., 2008). Para el disefio de
modelos de secuencias conocidas se utilizan las diferentes bases de datos de secuencias
genéticas que cuentan con una amplia disponibilidad de secuencias de ADN y secuencias
de aminoéacidos, en la tabla 1, se pueden observar las bases de datos que intercambian
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informacion sobre secuencias producidas en los laboratorios, procedentes de mas de
100000 organismaos distintos.

Tabla 1. Bancos de datos bioinformaticos utilizados en modelamiento por homologia de
proteinas.

Nombre Descripcion URL Referencia
SRS Sequence Retrievel srs.ebi.ac.uk Kreil & Etzold,
System 2003
CATH Class-Architecture-  www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cat  Orengo et al.,
Topology/fold- h/ 1999
Homologus
superfamily
MODBASE guitar.rockefeller.edu/modbase/  Sanchez & Sali,
2003
PDB Protein Data Bank www.rcsh.org/pdb/ Berman et al.,
2000
SWISS- Swiss Protein www.ebi.ac.uk/swissprot Gasteiger et al.,
PROT 2001
GenBank Base de datos de www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank  Benson et al.,
secuencias de genes 2000
5.2. Disefio bioinformatico en 3D por homologia

El disefio bioinforméatico para el modelamiento de proteinas es realizado a través de
secuencias de aminoacidos, que son organizadas y validadas con ayuda de las herramientas
tecnoldgicas para generar una imagen en 3D de una proteina modelada por homologia. La
proteina obtenida es catalogada como una innovacion en el concepto de evolucion
molecular, este modelo parte de la semejanza que hay entre las estructuras primarias de las
proteinas y de proteinas homologas de estructuras tridimensionales conocidas (proteinas
molde), esto implica directamente en la similitud estructural que hay entre ellas (Chothia &
Lesk, 2003). Como se muestra a continuacion (Fig. 5) los metodos de modelado de
proteinas por homologia se estructuran basicamente por una serie de pasos que son la
identificacion y seleccion de proteinas modelar (Fig. 5a), posteriormente sigue la alineacion
de las secuencias obtenidas del organismo en estudio, asi como su nimero de identificacion
(Fig. 5b), para seguir con el alineamiento de las regiones conservadas de las secuencias de
aminoacidos de cada proteina (Fig. 5¢) y de las cadenas moldes como las de los residuos de
aminoacidos responsables del sitio activo (Fig. 5d), estos pasos son seguidos de la
construccion de las coordenadas del modelo y la validacion (Fig. 5e), por dltimo se
proyecta una estructura modelada por homologia (Fig. 5f). Este proceso es llevado a cabo
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por los programas y servidores de la red mundial que son las herramientas necesarias que
proporcionan los datos existentes en las diferentes bases de datos (Santos & Bicca, 2003).
El modelado y disefio por homologia indica las relaciones funcionales y evolutivas en las
proteinas ya que pueden poseer secuencias de aminoacidos similares, asi como numerosos
restos idénticos o quimicamente semejantes en posiciones idénticas y que estas estructuras
estan estabilizadas por las diferentes interacciones electrostaticas, hidrofdbicas, puentes de
hidrdgeno o enlaces disulfuro (Trudy & Mckee, 2003).

[ Modelado por homologia ]

—

(@) (@)
[ Validacion J [ Identificaciéon de moldes ]
] |
d v (b)
[ Cadena molde ] [ Alineacidén de secuencias ]
[ Modelado 3D ]
- (c)

[ Regiones conservadas ] <

Fig. 5. Modelamiento de proteinas por homologia, (a) identificacion de moldes, (b)
alineacion de secuencias, (c) regiones conservadas, (d) coordenadas del modelo, (e)
validacion de la proteina modelada (f) obtencion del modelado por homologia.
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5.3. Proteinas molde en el disefio del modelado por homologia

Una proteina molde es una proteina que tiene una estructura tridimensional con una
posicion afin a la secuencia de aminoacidos que se utilizard de molde para la proteina de
estudio (Peitsch, 1993). A través de la proteina molde que se emplea es posible conocer o
no a la familia proteica a la que pertenece la proteina de estudio; para el primer caso se
selecciona la proteina molde directamente del servidor PDB, si se desconoce la proteina de
estudio se busca de forma sistematica uno o més moldes adecuados en una base de datos de
estructuras primarias derivadas de las proteinas almacenadas en el mismo servidor, ademas
se pueden utilizar las herramientas BLAST36 o el FastA37 de las bases de datos de
secuencias de pares de bases de ADN o de aminoacidos (Barker et al., 2000). Si el grado de
identidad entre las estructuras primarias de las proteinas molde y de la proteina problema es
igual o superior del 25% y el numero de residuos es superior a 80, puede existir una gran
probabilidad de que estas proteinas tengan estructuras tridimensionales y se puede construir
un modelo para la proteina problema, si se llegara a tener una similitud entre las secuencias
menor o cerca del 25% se tienen que utilizar métodos de compatibilidad de secuencia y
estructura 0 modelos (Jones & Thornton, 1993). EI método BLAST36 Y FastA37 evallan
el grado de igualdad entre las estructuras terciarias de la proteina en estudio y de las
posibles proteinas molde cuya estructura terciaria es mas adecuada en relacion a la
secuencia de la proteina estudiada, la evaluacion de estructura de la secuencia se realiza a
través de un potencial empirico derivado de una tabla de residuos observados en las
proteinas de estructuras conocidas (Rost & Sander, 1996). En la tabla 2 se pueden observar
los diferentes servidores bionformaticos que sirven como herramientas computacionales
para la validacion de modelos y el modelado de las proteinas por homologia.

Tabla 2. Servidores bioinformaticos utilizados para el modelamiento por homologia de
proteinas.

Nombre Descripcion Funcién URL Referencia
BIOTECH Valida modelos biotech.embl- Hooft et
heidelberg.de:8400/ al., 1996
PROBE Estabiliza  Valida modelos www.ucmb.ulb.ac.be/UCMB/P  Pontius et
los datos de ROVE al., 2003
codificacion
robusta
SWISS- Modela Modela www.expasy.ch/swissmod Peitsch &
MOD proteinas proteinas Jongeneel,
por 1993
homologia
SWISS- Modela Modela Www.expasy.org/swissmod/S Guex
MODEL proteinas proteinas WISS-MODEL.htIm &Peitsch,
por 1997
comparacion
BLAST Alinea Alinea www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST  Altschul et
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secuencias secuencias / al., 1997
de ADN,
ARN o de
proteinas
CLUSTAL Alinea Alinea www.ebi.ac.uk/clustalw/ Jeanmougi
maltiples secuencias n et
secuencias al.,1998
FastA Representa Alinea www?2.ebi.ac.uk/fasta3 Pearson,
secuencias secuencias 1990
usando
cbdigos de
una dnica
letra
MultAlin Multiple Alinea prodes.toulouse.inra.fr/multalin ~ Corpet,
sequence secuencias /multalin.html 1988
alignment
BLAST Alinea Provee www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST Altschul et
secuencias estructuras / al., 1990
moldes
FastA Representa Provee www?2.ebi.ac.uk/fasta3 Pearson,
secuencias estructuras 1990
usando moldes
cadigos de
una dnica
letra
UCLA- Provee Provee de fold.doe-mbi.ucla.edu/ Fischer &
DOE- informacion estructuras Eisenberg,
FRSVR de las moldes 1996
ciencias de
lasaludy el
medio
ambiente
ExPASySIB Expert Provee datos de Www.expasy.org/
Protein bioinformatica
Analysis general
system
5.4. Alineacion de secuencias en el modelado de proteinas

En la alineacion de la secuencia en estudio con la secuencia molde es necesario alinear los
residuos estructuralmente equivalentes tomando en cuenta las caracteristicas estructurales
que se tienen en comun, tales como elementos de estructura secundaria y residuos
cataliticos (Santos, 2000). Durante el proceso de alineamiento se generan espacios vacios
denominados “gaps” que son representados en la alineacion por lineas discontinuas que
principalmente corresponden a las secciones de la secuencia que se han perdido a través del

108
Zamora-Mufioz et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(1):95-118


http://www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST/
http://www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST/
http://www.expasy.org/

tiempo, durante la identificacion de moldes se tiene que alinear la secuencia de estudio con
las secuencias de todos los moldes disponibles, en este caso se obtiene una alineacion
maltiple. La alineacion multiple se considera mas confiable que la alineacion simple que
implica solo dos secuencias, la razon es que la alineacion multiple permite detectar mas
facilmente las caracteristicas estructurales comunes de proteinas homdlogas en donde la
mayoria de los métodos de alineacion se basan en técnicas de programacion dinamicas
(Smith & Waterman, 2003). Después del alineamiento es posible reconocer regiones
conservadas y regiones variables, en este caso las regiones conservadas corresponden a las
zonas de maxima similitud en donde las conformaciones son muy similares, por otra parte,
en las regiones variables no hay correspondencia estructural, la mejor alineacion de varias
secuencias conocidas se obtienen por superposicion de las moléculas o de las restricciones
espaciales. Con la superposicion se mejora la calidad de la alineacion con ayuda de otras
informaciones como cuando se tienen varias secuencias homologas se puede construir un
perfil estructural de la familia proteica (Rychlewski et al., 1998). Ademas, se puede utilizar
informacion proveniente de las estructuras que fueron modeladas como guia para la
alineacion, la informacién permite modificar de manera interactiva la alineacion y por lo
tanto la estructura tridimensional de la proteina en estudio (Sanchez & Sali, 2003). En la
tabla 3 se pueden observar los diferentes programas bioinformaticos que sirven como
herramienta computacional para el modelado de estructuras molde, la validacion de
modelos y el modelado de las proteinas por homologia que se pueden utilizar.

Tabla 3. Programas bioinforméticos utilizados para el modelado por homologia de
proteinas.

Nombre Descripcion Servicio Direccion Referencia
PROCHECK Comprueba la  Valida los www.biochem.ucl.ac.uk/- Laskowski
calidad modelos roman/procheck/procheck.html etal., 1993
estereoquimica
WHATCHECK Evalla el Valida los  www.cmbi.kun.nl/swift/whatcheck/  Hooft et
plegamiento de  modelos al., 1996
proteinas
MODELLER Modela 'y Modela  guitar.rockefeller.edu/modeler/.html Sali &
compara proteinas Blundell,
estructuras 1993
tridimensionales
SwissPdbViewer  Analiza varias Modela ca.expasy.org/spdbv/ Guex &
proteinas al proteinas Peitsch,
mismo tiempo 1997
PROFIT Predice la Genera www.bioinf.org.uk/software/ Lathrop et
estructurade  fuentes de al., 1995
proteinas estructuras
molde
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5.5. Elaboracion de modelos tridimensionales empleando herramientas
bioinformaticas

El modelado de las regiones conservadas estructuralmente se realiza en un espacio
tridimensional en donde el modelamiento se puede apreciar en sus tres dimensiones (3D),
de esta manera se localiza el mayor nimero de atomos posibles de la proteina en estudio de
la cual depende la alineacion (Peitsch, 1997). La construccion de la proteina en estudio esta
basada en la conformacion de la cadena principal de la cadena molde la cual puede ser
transferida a ella. En la actualidad hay muchos métodos de modelado de las regiones
conservadas, unos de los mas importantes son el modelado por la unién de cuerpos rigidos,
el modelado por la combinacion de segmentos y el modelado por la satisfaccion de
restricciones especiales (Aszodi & Taylor, 1997; Levitt, 2003; Greer, 1990). El modelado
de las regiones conservadas tiene diferencias funcionales entre miembros de una misma
familia proteica, esto es en consecuencia de las diferencias estructurales en la superficie
externa de las proteinas, esto es por las sustituciones, eliminaciones e inserciones de los
residuos en las cadenas de proteinas homologas, al ser regiones estructuralmente variables
las zonas conservadas determinan la especificidad de las proteinas, contribuyendo a la
estructura de los sitios de conexion y para el caso de enzimas es el sitio activo por lo que el
modelado es una etapa esencial en la generacion de modelos proteicos por homologia (Fiser
et al., 2000).

5.6. Validacion de proteinas modeladas por homologia

La validacion de un modelo obtenido puede ser realizado en diferentes niveles de
organizacion estructural, se tiene que evaluar la calidad del empaquetado global de la
proteina, los probables errores estructurales en regiones localizadas y los parametros
estereoquimicos (Johnson et al., 2003). La calidad del modelo obtenido depende de la
estructura de la proteina molde utilizada, se necesita que esta Gltima haya sido obtenida con
buena resolucion, una caracteristica de que una proteina fue modelada correctamente es que
debe tener una estructura terciaria termodindmicamente estable. La calidad del modelado
también depende de la proteina elegida como molde y de la alineacion realizada, es muy
importante comprobar si se encuentran diferencias conformacionales entre los elementos de
la estructura secundaria de las regiones conservadas de las estructuras molde y de la
estructura modelada (Santos et al., 2001). Uno de los programas mas utilizados para la
evaluacion de los parametros es Procheck, el cual evallda las longitudes de ligacion, la
planicidad de los anillos de cadenas laterales, los angulos planos, la quiralidad, la
planicidad de las conexiones peptidicas, la conformacion de las cadenas laterales, los
angulos de la cadena principal y de las cadenas laterales (Ver programa bioinformatico en
Tabla 3), el impedimento estérico entre pares de atomos no deseados y la calidad del
modelo generado (Ramachandran & Sasisekharan, 2003; Laskowski et al., 1993). El
programa Whatchek brinda informacion acerca de la formacion de regiones centrales
hidrofobicas, la accesibilidad de residuos y la distribucion espacial de grupos ionicos, la
distribucion de las distancias atémicas y las conexiones con el hidrogeno de la cadena
principal (Ver programa bioinformatico en Tabla 3) (Hooft et al., 1996). Por otra parte, el
programa Prosa Il tiene la capacidad de evaluar el ambiente de cada aminoéacido de la
proteina modelada, tomando como referencia el ambiente esperado de las proteinas
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analogas de alta resolucion (Sippl, 1993). Existen programas en donde se encuentran otras
técnicas basadas en mecanica molecular y calculos de energia libre de solvatacion, estas
técnicas son capaces de estimar la calidad de la estructura terciaria de los modelos de
proteinas y la validacion del modelamiento por homologia (Sauder et al., 2000). La
validacion de los modelamientos de proteinas por el programa bioinforméatico PMV de las
enzimas MnP, LAC y DyP en este escrito pueden ser validados a través de la relacion entre
la estructura y funcion de un modelo construido a partir de secuencias de aminoécidos, para
esto se tomara como correcto si el largo de la cadena es <150 amino&cidos, si el Root-
Mean-Square-Deviation (RSMD) global sobre el carbono alfa es <7.0 Angstroms, si los
porcentajes de los carbonos alfa son equivalentes a >30% vy si el porcentaje de identidad de
secuencia en el alineamiento utilizado para construir los modelos es <40%.

6. CONCLUSIONES

Las herramientas bioinformaticas permiten realizar modelamientos por homologia y la
identificacion de organismos por medio de la secuenciacion de ADN. A través de las
técnicas bioinformaticas se obtienen arboles filogenéticos, regiones conservadas,
estructuras molde, bases de datos, dominios de los sitios activos y mutaciones coordinadas
del organismo de estudio (in silico). El uso de las herramientas bioinformaticas es una
alternativa potencial para el estudio de los fenotipos y genotipos de las proteinas y
organismos de interés.
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