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RESUMEN 

Hasta 1990 se pensaba que enzimas estructuralmente relacionadas. catalizaban reacciones 
químicas idénticas, quizá con sustratos diferentes, es decir, debía existir un plegamiento 
diferente para cada tipo de reacción química, sin embargo, ese año, se vio que las 
enzimas mandelato racemasa y la muconato lactonizante adoptan el mismo plegamiento, 
el de barril TIM y catalizan reacciones diferentes, lo cual atrajo inmediatamente la 
atención hacia ese plegamiento. A partir de esa fecha se han registrado más enzimas que 
adoptan ese plegamiento y llevan a cabo reacciones catalíticas muy variadas. A la fecha 
hay 26 súper familias de barril TIM y llevan a cabo cinco de las seis clases primarias de 
actividades enzimáticas definidas por la Comisión Enzimática. La pregunta que surge, es 
si todas las enzimas que adoptan el plegamiento barril TIM son producto de evolución 
divergente. Para responder a esta pregunta, en este trabajo se analizaron secuencias de las 
26 súper familias de barril TIM, tomadas de la base de datos SCOP, para realizar una 
búsqueda en la base de datos No Redundante del NCBI, empleando el programa PSI
Blast. Se encontraron homologías entre 25 de las 26 súper familias. 
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l. Introducción 

Si asumimos que el tamaño promedio de una proteína es de 300 aminoácidos, puede haber 

20300 diferentes secuencias. Obviamente, solo una minúscula parte del espacio potencial de 

secuencia está poblado por proteínas reales. Por ejemplo, asumiendo que haya 30 millones 

de especies en la Tierra y que el genoma de cada especie consista de aproximadamente 5 

000 genes (un número intermedio entre procariontes y eucariontes) pueden haber 5 x 1010 

secuencias de proteínas. Aunque esta cantidad es muy pequeña comparada con el vasto 

espacio de secuencia, resulta de varios órdenes de magnitud más grande que aquéllas 

contenidas en las bases de datos hoy en día. Sin embargo, a pesar de estas estimaciones, se 

ha encontrado que 28% de las entradas en la base de datos no redundante tienen al menos 

25% de identidad con una de las entradas de la base de datos estructural 1, lo cual significa 

que, al menos, una cuarta parte de las secuencias de proteínas conocidas pertenecen a 

familias para las cuales hay una estructura. Hasta abril 1991 1 se encontraban 83 

plegamientos diferentes y para la gran mayoría de ellos, también se encontraban 

semejanzas en el nivel de secuencia, funcionales y en las orientaciones de las hojas beta y 

en las hélices alfa, que apoyan sólidamente la idea de que provienen de un ancestro común. 

Actualmente, existen alrededor de 927 plegamientos distintos2
, resulta claro, a partir de la 

existencia e identificación de proteínas y genes homólogos, que la población del universo 

proteico no está distribuida al azar. Sin embargo, para extraer información a partir de esta 

distribución, se necesita explorar exhaustivamente el universo proteico, lo cual es posible 

dentro del contexto de una taxonomía jerárquica de las proteínas. 

La función biológica de una proteína depende de la forma que adopte en el espacio, es decir 

de su estructura tridimensional y de algunos aminoácidos clave. Una proteína sólo es activa 

cuando adopta una estructura determinada. Hasta el momento, se han depositado 19, 379 

estructuras en d Banco de Datos de Proteínas (PDB) lo que hace evidente la necesidad de 

clasificarlas de acuerdo con un criterio homogéneo, pero sobre todo filogenético. A 

mediados de la década de 1990, Murzin3 y sus colegas, desarrollaron una taxonomía 

elaborade y coherente. Tomando en cuenta la comparación de estructuras tridimensionales 

construyeron la base de datos Clasificación Estructural de las Proteínas (SCOP, por sus 

siglas en inglés) mientras que Thomton et a/-1. produjeron la base de datos Clase(C), 

Arquitectura(A), Topología(T) y superfamilia homóloga (h) (CATH, por sus siglas en 
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inglés). Ambas bises de dato~ pretend~'¡i ser una élasificación integral, e{~ecir, toman en 

cuenta la estructura, ia funció~ y el porcentaje de similitud en la secuencia. Los niveles de 

·. jerarquí~ están definidos por la estructura tridimensional, mientras que los taxa inferiores 

. éstán identificados con base en la similitud de Ja secuencia y en consideraciones· 

funcionales. Aun cuando en la década de 1960, el grupo de Margaret Dayhoff5, introdujo la 

noción de familia y súper familia, definiendo a la familia como un grupo de proteínas que 

comparten un posible ancestro común, mientras que la súper familia engloba a dos o más 

familias relacionadas estructuralmente6
, Murzin7

, define una familia como aquel grupo de 

proteínas que comparte al menos 30% de identidad en su estructura primaria, o bien, como 

grupos de proteínas con baja identidad en la secuencia pero cuyas funciones y estructuras 

son muy semejantes; por ejemplo, las globinas con identidades en la secuencia del 15%, 

mientras que a la súper familia la define como familias cuyas proteínas tienen baja 

identidad en la secuencia pero cuyas estructuras y en muchos casos, las características 

funcionales apoyan que un origen evolutivo común es posible. 

1.2 Relación estructura-función 

Como sabemos, las proteínas están constituidas por cadenas largas, en las cuales los 

aminoácidos se encuentran formando secuencias lineales específica5. En cada tipo de 

proteína la cadena polipeptídica se halla plegada adoptando una conformación 

tridimensional específica, la cual es necesaria para su función biológica o actividad. Las 

moléculas de proteína sólo poseen habitualmente una conformación tridimensional 

específica en las condiciones normales intracelulares, es decir, en el citoplasma, 

denominada conformación nativa. Se puede determinar esta conformación mediante el 

análisis por difracción de rayos X o por resonancia magnética nuclear. 

El espaciado de unidades moleculares o atómicas, repetidos regularmente en cristales, 

puede determinarse estudiando los ángulos y las intensidades a que los rayos X de una 

longitud de onda determinada son dispersados o difractados por los electrones que rodean a 

cada átomo. Los átomos que poseen las densidades electrónicas más elevadas, tales como 

los metales pesados, producen la máxima difracción de los rayos X y los átomos de 

hidrógeno, que poseen la menor densidad electrónica, son los que difractan menos los rayos 

X. 
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El análiSis por rayos X de Cierto número de proteínas globulares muestra que cada tipo de 

proteína tiene un modo particular de plegarse, es decir, una estructura terciaria diferente. La 

estructura tridimensional de las proteínas contiene dominios, unidades estructurales 

mínimas de construcción, que provienen de un mismo ancestro8 y pueden ser unificados en 

un grupo de plegamientos. Por lo cual, el universo de la topología proteica es finito y 

estructuralmente redundante, siendo los plegamientos existentes los elementos más 

conservados en la biología. El gran interés de la bioquímica y de la biología molecular 

consiste en descifrar la relación que priva entre la estructura tridimensional de las proteínas 

y su función biológica. 

Ahora bien, la mayoría de las proteínas que exhiben similitudes estructurales significativas, 

llevan a cabo funciones idénticas o similares. Más allá de dichas similitudes inherentes, las 

diferentes funciones enzimáticos (definidas por sus números asignados por la Comisión 

Enzimática, EC, por sus siglas en inglés) son llevadas a cabo por proteínas que poseen una 

amplia variedad de arquitecturas y topologías diferentes. 

Hasta 1998, todos los pares de proteínas con secuencias que indican una relación evolutiva 

evidente, adoptan el mismo plegamiento, solo con pequeñas variaciones (Ej. cambios en la 

orientación de los dominios, largo de las asas o estructuras secundarias adicionales). Por 

ejemplo, las globinas de varias especies con secuencias ampliamente divergentes, adoptan 

el mismo plegamiento y llevan a cabo la función de transporte de oxígeno. 

Sin embargo, también hay proteínas homólogas que tienen claramente funciones diferentes, 

a pesar de que adoptan la misma estructura. El ejemplo clásico es de la lisozima y la a.

lactalbúmina. Aunque estas enzimas poseen -35% de identidad en la secuencia, la a.

lactalbúmina ha perdido el carboxilo catalítico del cual los residuos de glutamato y 

aspartato son necesarios para la ruptura del azúcar. 

En contraste, hay varios ejemplos de proteínas que llevan a cabo la misma función, pero es 

claro que no están relacionadas evolutivamente. Aquí, el ejemplo clásico lo constituyen la 

tripsina y la subtilisina, las cuales no solo llevan a cabo la misma función, a pesar de tener 

estructuras totalmente diferentes, sino que han desarrollado el mismo mecanismo con la 
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misma tríada catalítica Asp-His-Ser. Este es un claro ejemplo de convergencia funcional. 

Un ejenÍ.plo diferente es provisto por los inhibidores de proteasa dependientes de serina. 

Aunque estas proteínas adoptan una amplia variedad de plegamientos, todas poseen una 

"estructura de asa" que mimetiza al sustrato y se une de manera covalente al sitio activo de 

la proteinaza. También hay proteínas con función dual, quizá el ejemplo más extremo es el 

de la tripsina en el virus Sinbdis, el cual realizando su función catalítica se convierte en la 

proteína de la capside del virus. Este ejemplo sirve para enfatizar que las relaciones entre la 

estructura y función no son directas y un análisis global solo revela ligeras tendencias a las 

cuales siempre hay excepciones. 

En un estudio realizado en 19989
, demuestran que hay una mínima correlación entre la 

clase de proteína o arquitectura y la función enzimática, presumiblemente por que la 

actividad enzimática está definida sólo por unos pocos aminoácidos. En contraste, parece 

haber mucho mejor correlación entre la clase de arquitectura y el tipo de ligando. Esto lo 

determinan, en las enzimas, dado que son la clase funcional de proteínas más fácil de 

analizar en el PDB por que son numerosas (5819 cadenas en julio de 1997 y también 

asignadas en el CA TH) y están clasificadas en términos funcionales por sus números EC. 

En el trabajo solo se consideraron la clase primaria para una cadena enzimática de un solo 

dominio {lo cual evita el problema de asignar la actividad enzimática a un dominio 

específico). En las enzimas, la actividad catalítica y función dependen de la localización y 

orientación específica de unos pocos aminoácidos. Por lo tanto, de todas las proteínas, las 

enzimas son las que menos relaciones fundamentales exhiben entre su estructura (completa) 

embebidas en los niveles más altos del CATH y su función específica. De hecho, entre las 

enzimas de un solo dominio en la base de datos se encontraron 37 ejemplos de un número 

EC correspondiendo a más de una topología (incluyendo 5 ejemplos del mismo número EC 

siendo asignado a 4 plegamientos diferentes) y 36 ejemplos de miembros de una sola súper 

familia homóloga con diferentes números EC. 

1.3 El barril TIM 

Hasta l 990JO, se pensaba que enzimas estructuralmente relacionadas, catalizaban 

reacciones químicas idénticas, pero con sustratos diferentes, es decir prácticamente un 

plegamiento para cada tipo de reacción catalítica, sin embargo, en ese año, se vió que las 
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enzimas .mandelato racemasa y la muconato lactonizante adoptan el mismo plegamiento, el 

. de tim barrel y catalizan reacciones diferentes, lo cual atrajo inmediatamente la atención 

hacia este plegamiento. 

Existen plegamientos que realizan muy variadas funciones, como es el caso del barril TIM, 

las actividades enzimáticas que realizan, incluyen cinco de las seis clases primarias 

definidas por la Comisión Enzimática (EC)11
• Esto nos indica lo exitoso que resulta este 

plegamiento, dado que prácticamente puede catalizar cualquier tipo de reacción enzimática. 

La única función que no se ha encontrado aún es la de ligaza. 

Este plegamiento es uno de los más frecuentes y regulares de los dominios J3/a., consiste de 

una estructura central formada por hojas beta paralelas o mixtas (antiparalelas) rodeadas 

por hélices alfa y unidas entre sí mediante asas, las cuales si bien no contribuyen a la 

estabilidad estructural, participan en la unión al sustrato y a la actividad catalítica. Recibe el 

nombre de barril TIM debido a la triosa fosfato isomersa, la enzima en la cual fue 

observado por primera vez12
• La figura 1. Muestra una representación gráfica de la triosa 

fosfato isomersa, un barril ( c8 típico, mientras que en la tabla 1, se muestran las funciones 

enzimáticas que realizan todas las enzimas que adoptan este plegamiento. 

A 

B 

Figura 1. Vista esquemática de la Triosa fosfato 

isomersa de Ga/lus gallus. (A) Se anota la 

localización de los e-terminales de las ocho hojas 

beta, las cuales están rodeadas por ocho hélices 

alfa. (B) Topologla de los ocho módulos (¡3/a). El 

sitio activo de todas las enzimas conocidas de 

barril TIM se localiza en el e-terminal de las 

hojas beta, se ilustran los "loops" que conectan a 

cada hoja beta con la subsecuente hélice alfa. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 5 



Tabla J, FunciO.ries. re~íÍzad~s pci/1as enziíTÍ~s q~e ~cloptari el plegamiento barril TIM, acotadás por sÜ número 
·:,,;· .. _--. ,., ';.¿_.' "· .- ~>:· 

6. Inosin monofosfato deshidrogenasa 

7. Enzimas que unen PLP 

8. xidoreductasas que unen NADP 

9. Transglicosidasas 

1 O. Hidrolizas metal-dependiente 

11. Aldolasa 

13. Fosfoenolph11vato 

·E.e.·· 
Familia 

Triosa fosfato isomersa. 

Enzimas de la biosfntesis de His 

D-ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa 

Descarboxilasa 

Enzimas de la bios!ntesis de Trp 

Tiarnina fosfato sintasa 

Piridoxin 5' fosfato 

idorreductasa que unen FMN 

Inosin monofosfato deshidrogenasa 

Dominio, N-terrninal semejante a la alnina 

racemasa 

Prote!na hipotttica yb1036c 

Aldo-ccto reductasas (NADP ) 

Ami lasa 

Beta-glucanasas 

Glicosilhidrolasa 

Quitinasas tipo 11 

1,4-bcta-N-acctilmuraminidasa 

Beta-N-acctilhexosarninidasa 

Alfa D-glucoronidasa 

Beta D-glucano hcxohidrolasa 

Bcc venom hialuronidasa 

Anosina desaminasa 

Dihidroorotasa 

Citosina desarninasa 

Subunidad alfa de la ureasa 

Hidantoinasa 

Protelna hipotttica TM0936 

N-acctilglucosarnina-6-fosfato dcsacctilasa 

D-arninocilasa 

TatD dependiente de Mg parecida a una Dnasa 

Fosfotriesterasa 

Dipeptidasa Renal 

Uronato isomerasa 

Clase 1 

Clase 11 FBP 

5-arninolevulinato deshidratasa 

Clase 1 DAHP sintasa 

Enolasa 

0-glucarato dcshidratasa 

Piruvato cinasa 

Piruvato fosfato dicinasa 

1.1.1.21 

3.2.1.1 

3.2.1.39 

3.2.3.1 

3.2,1.14 

3.2.1.17 

3.2.1.52 

3.2.1.139 

3.2.1.58 

3.2.1.35 

3.5.4.4 

3.5.2.3 

3.5.4.l 

3.5.1.5 

3.5.2.2 

3.5.1.25 

3.5.1.81 

3.1.8.1 

3.4.13.19 

5.3.1.12 

4.1.2.4 

4.1.2.13 

:4.2.1.24 

.4.1.2.15 .. 
:,- -~. ~,.2.Lll::. 

·'4,{1:40 '/ 

.. 2;7,1.40 

'. 2."7.9.l 

6 



14. Malato G simasa · 

15. Rubisco . 

16. Xilosa isomersa 

17. Luciferaza semejante a la de bacterias 

18. cido quinollnico PR-transferasa 

19. Fosfolipasa fosfatidilinositol 

Fosfoenopiruvato carboxilasa 

FOsfoenopinivato mutasa 

2-deshidro-3-desoxi-galactarato nldolasa 

ls-ocitfato liasa 

Malato G sintasa 

Rubisco 

Endonucleasa IV 

Protelna hipotética lo 11 

Protelna hipotética YgbM 

L·ramnosa isomcrasa 

Xilosa isomerasa 

Luciferaza bacteriana 

Flavoprotelna no fluorescente 

Tetrahidrometanopterina reductasa dependiente 

de Coenzima F420 

Alkanesulfonato monoxigenasa SsuD 

Acido quinolfnico PR-transíerasa 

De marnlferos 

De bacteria 

20. Enzimas dependientes de cobarnlarnina vitamina B 12 Metilmalonil CoA mutasa 

Glutarnato mutasa 

Diol-deshidratasa 

21. tRNA-guanln transglicosidasa 

22. Dihidropteroato sintasa 

23. Uroporfirinogeno dsecarboxilasa 

24.Metilenetetrahidrofolato reductasa 

25. Monometilarnin metiltransíerase 

26. Betain-homocisteina S-metiltransíerasa 

tRNA-guanln transglicosidasa 

Dihidropteroato sintasa 

Uroporfirinogcno dsecarboxilasa 

Metilenetetrahidrofolato reductasa 

Prolina dcshidrogenasa 

Monometilamin metiltransíerase 

Betain-homocisteina S-mctiltransferasa 

5.3.L5 

1.14.14.3 

1.1.-.-

2.4.2.19 

3.1.4.11 

3.1.4.10 

5.4.99.2 

5.4.99.1 

4.2.1.28 

2.4.2 .. 29 

2.4.2.29 

4.1.1.37 

1.7.99.S 

1.5.99.8 

2.1.1.-

2.1.1.S 

A medida que más estructuras tridimensionales han sido resueltas, se ha observado que el 

mismo motivo ha sido empleado una y otra vez para una variedad de funciones. Así, pues, 

al ver la amplia gama de reacciones catalíticas que realiza este plegamiento y lo difundido 

que se encuentra en el espacio proteico, Farber y sus colaboradores13 en 1990 se preguntan 

acerca de las relaciones evolutivas de estas enzimas. La disyuntiva que plantean es si este 

grupo de enzimas están relacionadas por evolución divergente a partir de un ancestro 

común o por evolución convergente a partir de varios ancestros que poseen plegamientos 

Pla semejantes. 

Para resolver la pregunta planteada, Farber y sus colaboradores 12
, realizan un análisis de 

las 17 enzimas, reportadas a esa fecha, que poseían un dominio del tipo barril ((l/a)8, en el 

TESIS CON 
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cual, c~rí~Í~ye~'.é,ijJe pueden ser agrupadas en cuatro familias estructurales y que son 

producto d~'una evolución divergente al interior de cada una de ellas, pero no logran 

~stable¿~{~~ ancestro evidente entre ellas. Uno de los argumentos más sólidos que 

····presentan en favor de la evolución divergente a partir de un ancestro común, es el hecho de 

que todas las proteínas conocidas que adoptan un plegamiento barril (j}/a)s son enzimas. El 

segundo argumento, es la localización del sitio activo de esas enzimas. A pesar de la gran 

diversidad de reacciones químicas que catalizan, el sitio activo siempre está localizado en el 

C-terminal de la hoja !}-barril. Finalmente, lo que ellos logran encontrar es que pueden 

agrupar las 17 enzimas en cuatro familias estructurales pero lejanas entre sí, quedando pues 

la pregunta de si será posible distinguir entre cuatro familias primordiales de barril (j}/a)8 y 

un ancestro común a todas ellas. 

1.4 Mutaciones 

Los eventos primarios en la generación de la diversidad biológica son la mutación, la 

inserción y la deleción de nucleótidos en la secuencia del DNA o la transposición, a gran 

escala, de alguna pieza en el material genético y que la selección reacciona a la función de 

la proteína según lo determinado por su misma estructura. 

Con respecto a la selección, las mutaciones pueden ser neutras, deletéreas y selectivas a 

favor o en contra. Cuando ocurre un cambio en la secuencia de aminoácidos de una 

proteína, puede ser que el cambio se dé por un aminoácido del mismo tipo (considerando la 

siguiente clasificación de los aminoácidos: neutros o alifáticos, aromáticos, 

hidroxiaminoácidos, tioaminoácidos, iminoácidos, dicarboxílicos y sus amidas y bibásicos) 

o bien por uno que sea de naturaleza diferente. Dependiendo del tipo de cambio que ocurra, 

éste puede ser benéfico o deletéreo, en función de ser afectada la flexibilidad de la proteína 

o el sitio activo de la misma. 

En la década de 1960, se realizaron algunas observaciones, tales como la existencia de una 

divergencia molecular proporcional al tiempo de separación de las especies, que la tasa de 

evolución guarda una relación inversa con la importancia funcional del gen, región o 

proteína y finalmente, los altos niveles de polimorfismo revelados por electroforesis de 

proteínas, que llevaron a formular la teoría neutral de la evolución molecular por 
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Kimura14
•
15

, doridé se postulaba que las sustituciones que se fijan en la evolución y los 

polimorfismos alélicos que se encuentran en las poblaciones, son neutras. 

Una nuev¿ ~~dante' surgida por mutación se encuentra inicialmente en un único individuo 

de-la especie. Con el transcurso del tiempo esta variante puede pasar a tener una frecuencia 

del O (pérdida) al 100% (fijación) en la especie estudiada, y en algunos casos puede 

permanecer en la población con una frecuencia intermedia (polimorfismo). Así, pues, son 

las mutaciones que permanecen en la población ya sean las que se han fijado (sustituciones) 

o las que se encuentran en las frecuencias intermedias las que provocan las diferencias 

detectadas12
•
13

• De esta manera, al paso del tiempo, un par de proteínas cuya secuencia de 

aminoácidos originalmente era muy parecida, al fijarse las mutaciones e irse acumulando, 

pueden diferir tanto en la secuencia, que el parecido inicial puede llegar a niveles donde 

apenas se pueda reconocer la homología. Se dice entonces que han divergido. El grado de 

divergencia con una mutación puede rebasar el umbral en donde se puede detectar la 

homología, lo cual no necesariamente implica que las proteínas no sean homólogas. 

1.5 Bioinformática 

Debemos empezar por definir a la bioinformática, de la siguiente manera: un campo 

interdisciplinario que involucra a la biología, las ciencias de la computación, las 

matemáticas y la estadística para analizar los datos de las secuencias biológicas, el 

contenido de los genomas y su arreglo y predecir la función y estructura de las 

macromoléculas. El mayor motor para el desarrollo de la bioinformática ha sido la biología 

molecular y en concreto, la posibilidad de disponer de secuencias de DNA y de proteínas. 

Las herramientas bioinformáticas más usadas han sido desarrolladas como una respuesta a 

las necesidades de obtener información sobre las secuencias aprovechando el conocimiento 

previo almacenado en bases de datos. 

Habitualmente se dispone de cierto conocimiento sobre la secuencia problema con lo que 

se puede extraer de las bases de datos información relacionada con la secuencia problema 

bien buscando otras secuencias similares a ella o bien, buscando secuencias cuya 

información asociada tenga algo en común con la de la secuencia problema. 

Alternativamente se pueden buscar motivos funcionales, esto es, pequeñas regiones, 

caracterizadas previamente, con un significado funcional o estructural en la secuencia 

problema. Utilizando estos motivos se pueden buscar en la base de datos nuevas 

9 



•' ,\- .. 

secuenciás; no d~t~,ct~das previamente en los pasos anteriores, y que estén relacionadas 

funcionalmente o. est~cturalmente con la secuencia problema. Con la información obtenida 

de las bases de datos se puede dar un paso más y realizar un alineamiento múltiple. La 

definición de zonas conservadas y variables, junto con el conocimiento de las propiedades 

de las distintas secuencias en el alineamiento permiten, en muchos casos, definir que 

regiones están implicadas en la función de las proteínas. Igualmente, la derivación de una 

árbol genealógico relacionando secuencias distintas pero emparentadas puede dar mucha 

información acerca de las zonas donde reside la funcionalidad de las secuencias. También 

se puede definir un motivo característico del alineamiento obtenido y usarlo para recuperar 

secuencias, que a pesar de haber perdido la similitud a nivel global, contengan esta región. 

Así, pues, al encontrar homología en las secuencias, no solo nos damos cuenta de que 

obtenemos información acerca de la función que realizan, sino también del plegamiento 

que adoptan. 

Con base en lo anterior, resulta evidente que la búsqueda de secuencias de proteínas en una 

base de datos es un método muy eficiente para obtener información sobre la estructura y la 

función de estas moléculas. 

1.6 Algoritmos de búsqueda 

La dificultad principal con la búsqueda es determinar la significancia de los alineamientos 

que son encontrados. Tales similitudes pueden ser evidencia de relaciones estructurales o 

evolutivas, pero también pueden ser apareamientos de variaciones azarosas que no tienen 

un origen común o función. Por tal razón, la similitud en la secuencia no es, usualmente, un 

buen indicador de similitud estructural y los alineamientos encontrados deben ser evaluados 

cuidadosamente antes de afirmar cualquier conclusión. 

Un método muy empleado para determinar las distancias que existen entre secuencias es la 

matriz PAM250 (Mutaciones puntuales aceptadas, por sus siglas en inglés) el cual está 

basado en la estimación de frecuencia de transición para una pequeña cantidad de cambio 

en la secuencia (típicamente 1 %). Una distancia evolutiva de l PAM indica la probabilidad 

de que w1 residuo mute en una distancia en la cual una mutación puntual fue aceptada por 

100 residuos. Las matrices PAM25, proveen un mejor alineamiento para proteínas 

lejanamente relacionadas del 14 al 27% y están así en la zona desconocida (dimensión 
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desconbeida)J;Por"iri\:uál, en estos casos, se recurre a una comparación de las estructuras 

tridim~nsi~nale~ con a;uda de uno de los varios métodos empleados para tal fin, el de 

extensión combinatoria (CE, por sus siglas en inglés) dicho programa, alinea dos cadenas 

del polipéptido usando características de su geometría local según lo definido por vectores 

entre las posiciones de los carbonos alfa. Los grupos fosfato se llaman los pares alineados 

del fragmento (AFPs). La heurística se utiliza en definir un sistema de trayectorias óptimas 

que ensamblan AFPs con gaps según sea necesario. La trayectoria con la menor RMSD, 

(root mean square deviation) está conforme a la programación dinámica para alcanzar una 

alineación óptima. Así, cuando tenemos el caso de un par de proteínas que tienen un bajo 

porcentaje de identidad en la secuencia, pero un buen RMSD, es decir menor de 3.0 A, 
podemos decir con certeza que son claramente homólogas. 

Existe una gran variedad de algoritmos para realizar búsquedas basados en alinear la 

secuencia problema con todas las secuencias contenidas en la base de datos de forma que se 

pueden extraer aquellas que muestran un parecido que se refleje en dicho alineamiento. Los 

algoritmos tradicionales garantizan que encuentran el alineamiento óptimo, basándose, 

principalmente, en métodos de programación dinámica16
•
17

• Sin embargo, estos métodos, 

requieren de un tiempo O(N2
) es decir, el tiempo calculado es proporcional al cuadrado del 

tamaño de las secuencias que se comparan. En las bases de datos se suele rastrear buscando 

un parecido local, ya que es probable que los homólogos difieran a nivel global (debido a 

nuevos arreglos). Conforme crecieron las bases de datos de secuencias, se volvió 

impráctico rastrearlas en forma exhaustiva mediante programación dinámica12
• Por ello se 

desarrollaron métodos no-exhaustivos, llamados heurísticos, que buscan velocidad a 

cambio de sensibilidad y selectividad. Éstos, hacen una preselección rápida de posibles 

homólogos, eliminando a la gran mayoría de las secuencias de la base de datos. Las pocas 

elegidas pasan a una evaluación estricta, que a menudo incluye programación dinámica. 

Para reducir el espacio de búsqueda (y por tanto el tiempo de computación) se intenta 

localizar las posiciones donde es más probable que se encuentre el mejor alineamiento 

(posición de mayor coincidencia entre las secuencias). Por ejemplo, la serie de programas 

FASTA18 basa su estrategia en identificar diagonales con el mayor número de identidades 

que luego analiza usando el esquema de puntuación. 
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de BLAST. 
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De lá misma fcirriía que FASTA busca fragmentos de k residuos que son idénticos con las 

secuencias comparadas, para identificar diagonales potencialmente interesantes (perdiendo 

información de los fragmentos no idénticos o más pequeños que k), BLAST amplía la 

búsqueda a todos aquellos fragmentos que producen emparejamientos positivos. Puesto que 

esto amplía el espacio de búsqueda, una forma de volverlo a reducir es descartando 

aquellos emparejamientos que estadísticamente tengan una probabilidad baja de ocurrir. 

Para ello es necesario tener en cuenta dos aspectos básicos: en primer lugar, la 

identificación rápida de segmentos con una puntuación alta (no necesariamente idénticos) y 

por otra parte, la elección (para su análisis en detalle) de aquellos segmentos que tengan 

una probabilidad más alta de estar contenidos en el alineamiento final, descartando aquellas 

puntuaciones que pueden ser debidas al azar19
• Ambos métodos de búsqueda emplean una 

valoración estadística, siendo ésta su gran contribución. 

1.7 Búsquedas empleando perfiles como semillas 

Numerosos estudios han demostrado que las búsquedas en las bases de datos empleando 

matrices de peso posición-específica (PSSMs, por sus siglas en inglés) o perfiles como 

problemas (o semillas) son más efectivos en la identificación de relaciones distantes entre 

proteínas que aquéllas búsquedas que usan solo una secuencia como problema. 

Existen ventajas en emplear una matriz de calificación que representa los patrones 

conservados de la secuencia en una familia de proteínas, en lugar de una sola secuencia 

problema para buscar en una base de datos. Por lo tanto, la búsqueda en la base de datos, 

puede extenderse para identificar secuencias relacionadas que de otra manera se perderían. 

La mayor dificultad con este tipo de búsquedas es que un alineamiento de secuencias 

relacionadas debe estar disponible para conocer las variaciones en cada una de las 

posiciones en la secuencia problema. Una nueva versión de BLAST, denominada Posición

Específica Iterado BLAST (PSl-BLAST) ha sido diseñado para proveer información sobre 

esta variación, iniciando con una búsqueda de BLAST para una sola secuencia problema. 

El método usado por PSI-BLAST involucra una serie de pasos repetidos o iterados. 

Primero, se realiza una búsqueda en la base de datos partiendo de una secuencia problema. 

Segundo, el resultado de la búsqueda es presentado y pueden ser valorados visualmente 

entre pocas secuencias que están relacionadas significativamente a nuestra secuencia 

problema. Tercero, si es el caso, se lleva a cabo otra iteración. Los registros altos en las 
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secuencias apareadas encontradas en el primer paso son alineados y a partir del 

. alineamiento, un tipo de matriz de calificación (PSSM) que indica las variaciones en cada 

una de las posiciones alineadas es producida. Se busca nuevamente en la base de datos con 

esta matriz. Así, la búsqueda ha sido extendida para incluir secuencias que aparean las 

variaciones encontradas en los alineamientos múltiples a cada una de las posiciones. Los 

resultados se muestran nuevamente, indicando las secuencias nuevas que están relacionadas 

significativamente a las secuencias alineadas en la iteración previa. Se puede llevar a cabo 

otra iteración del programa, incluyendo nuevas secuencias reclutadas. De esta manera, una 

nueva familia de secuencias son significativamente semejantes a la secuencias problema, 

pueden ser encontradas. 

Con ayuda de este programa, podemos localizar homólogos que con otros métodos no 

podríamos encontrar. Si recordamos lo que habíamos definido sobre el concepto de familias 

de proteínas, el parecido entre las proteínas de una familia y otra es menor que entre las 

proteínas de una misma familia, siendo estos valores de parecido muy variables según la 

familia de que se trate. Teniendo en cuenta esto podemos pensar que el "universo proteico" 

está formado por "islas" (que serían las familias) y la distancia entre éstas depende de si 

tienen una relación evolutiva o no y si la tienen, de cuán parecidas son. Decimos que hay 

una relación de homología si existe parecido alguno que demuestre que hay un origen 

evolutivo común. En este contexto, debemos revisar la idea de que la homología es 

transitiva. Dos secuencias homólogas, las cuales han divergido más allá del punto donde su 

homología puede ser detectada mediante una simple comparación directa, pueden ser 

relacionadas mediante una tercer secuencia que se sitúe entre ambas. La presencia de 

registros altos entre la secuencia intermediaria y la primera, así como entre la intermediaria 

con la tercera, implica que la primer y tercer secuencias, están relacionadas a pesar de que 

los registros entre ellas sean bajos20
, siempre y cuando sea en la misma región. 

2. Antecedentes 

Copley y colaboradores21 empleando la base de datos SCOP y ASTRAL22 seleccionaron 

secuencias representativas de barril TIM, al nivel de 50% de identidad, puesto que de 

algunas, no tenían la estructura tridimensional y así aseguraban que eran homólogas. Estas 

secuencias fueron empleadas para iniciar una búsqueda en la base de datos no redundante 

(NR) del NCBI, con el programa PSI-Blast23
, con un valor de esperanza inclusión <0.001, 
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Figura 4. Alineamiento que realizararon 

Copley y colaboradores21
• 

En un estudio posterior, Nagano y colaboradores25 tomaron como referencia la base de 

datos CA TH, y encontraron una relación entre 21 de las 26 súper familias que maneja dicha 

base de datos. Emplearon el programa PSl-Blast para detectar relaciones sutiles entre las 

súper familias, con un número máximo de 20 iteraciones, con un valor de E <0.005 y lo 

hacen contra una base de datos de las secuencias de aminoácidos de las proteínas 

contenidas en el PDB. El programa IMPALA26 es una versión más refinada del PSI-Blast y 

provee alineamientos mejores que el PSI-Blast original, usándolo también para obtener 

alineamientos a través del Gen Bank. En la Tabla 2 de la página 17, se resaltan con una N 

las familias para las cuales detectan homología. Realizan también alineamientos usando la 

técnica CORA27
, la cual genera alineamientos múltiples de las estructuras tridimensionales. 

Con base en lo anterior, ellos logran establecer varias secuencias intermedias entre un 

grupo bien definido de ciertas súper familias, las (tras)glicosidasas, las quitobiasas, las 

oxidorreductasas dependientes de NADP y las fosfolipasas C. Las restantes diecisiete 

resultan homólogas en tomo a este grupo. Sin embargo, existen dos súper familias cuyo 

agrupamiento no es tan sólido, pues son base en un par de residuos conservados, 
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argumentan que podrían unirse al grupo antes mencionado: la súper familia de la xilosa 

isomersa y las hidrolasas metal-dependientes. 

Ambos trabajos presentan una limitación en sus resultados, derivada de la base de datos 

empleada para realizar la búsqueda, las bases de datos SCOP, ASTRAL y pdb no son muy 

grandes, pues son de estructuras, por esta razón se decidió realizar una búsqueda 

empleando la base de datos No Redundante. 

Así pues, el presente trabajo trata de entender que tipo relación evolutiva existe entre las 

diferentes súper familias de proteínas que adoptan el plegamiento barril TIM. 

3. Hipótesis 

Las proteínas con estructura semejante son producto de evolución divergente, por lo cual 

esperamos que todas las proteínas que adoptan un plegamiento del tipo barril TIM, resulten 

ser homólogas. 

4. Objetivo 

Determinar si las súper familias que adoptan el plegamiento barril TIM, para las cuales no 

se ha detectado una homología evidente, se relacionan evolutivamente. 

5. Método 

Se usó la base de datos SCOP3 tomando todas las secuencias disponibles para las proteínas 

clasificadas en las diversas súper familias de baril TIM para realizar una búsqueda en la 

base de datos NR del NCBI empleando el programa PSI-BLAST 8
• Se escogió este 

programa debido a la rapidez con la que se pueden realizar los análisis. El número máximo 

de iteraciones fue de 20, con un umbral de inclusión <0.001. Se hace necesario analizar 

cada salida de los PSI-Blast, para lo cual se realizan un par de "scripts". En el apéndice se 

muestran los scripts empleados. 

En la figura 4 se resumen la serie de pasos que se siguieron para realizar las búsquedas. 

16 



Una vez qu~ sabemos que existe homología entre cada par de enzimas, con estos archivos 

generamos una matriz que nos indica el número de secuencias intennedias encontradas para 

cada par de secuencias analizadas. En la Tabla 2 se muestran las enzimas empleadas para el 

análisis d~l plegamiento barril TIM. 

Método 

Base de datos SCOP 

secuencias informativas* 
Barril TIM 

PSI-BLAST 

20 iteraciones Base de datos No Redundante 

Archivo de salida 

Matriz de Homologías 

Figura 4. Diagrama de flujo ilustrando el método empleado. 

Tabla 2. Lista de proteinas y códigos del PDB empleados en el presente trabajo. El número entre paréntesis 

indica cuántas familias poseen. 

Súper familia SCOP 

l. Triosa fosfato 

isomcrsa. 

2. Enzimas que unen 

ribulosa fosfato 

3. Tiamina fosfato 

sintasa 

4. Piridoxin S' fosfato 

S. Oxidorreductasa que 

unenFMN 

6. lnosin monofosfato 

deshidrogenasa 

7. Enzimas que unen 

PLP 

Abreviatura Rlo: 

TIM CN 

ERF CN 

TFS CN 

PSF 

OFMN CN 

IMD N 

EPLP N 

8. Oxidoreductasas que ONADP C N 

unenNADP ... · 

9. Transglicosidasas .TG I' N 

·l . 

No. Fam. No. sec. No. scc. 
empleadas 

Entrada PDB 

IS 

4 19 

8 

6 

16 

s 

2 

10 

9 82 

2 

s 

11 

3 

34 

llph, llpfA 

lrpx, lnsj, la53, lubsA, lltq 

2tps 

lhol 

2dor, llld lfcbA, lgox, 2trndA, loya, 

ldorA, lrpxA, lpii, la53, lnsj 

lakS 

lbdOA 

llwi, 2alr, lads 

lava, 2aaa, lppi, lbli, lbag. lamg, lbl2, 

1 bvzA, 1 cgt. 1 uok, 1 byb, 1 b9z, 1 ceo, 1 eceA, 

TESIS CON 
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10. Hidrolizas 0 mctal

dependiente 

11. Aldolasa 

12. Dominio enolasa C

tenninal 

13. Fosfoenolpiruvato 

14. Malato G sintasa 

15. Rubisco 

16. Xilosa isomersa 

17. Luciferaza semejante 

a la de bacterias 

18. cido quinollnico 

PR-transferasa 

19. Fosfolipasa 

fosfatidilinositol 

20. Enzimas 

dependientes de 

cobamlamina vitamina 

812 

21. tRNA-guanln 

transglicosidasa 

22. Dihidropteroato 

sin tasa 

23. Uroporfirinogeno 

dsecarboxilasa 

24.Metilenetetrahidrofol 

ato reductasa 

025. Monometilamin 

metiltransferase 

026. Betain-

homocisteina s-
metiltransferasa 

2m)T.1 cín, 2hvm, :Ícbn,' 1 nar; 1 qba; 1 tml, 

lcb2. 

pyrC!a4mA, 2kauC, lpscA, lbl'6A 
···,:- --,· -- - - . --- -

RUB 

XI 

LB 

AQPRT CN lqpo 

FF N lgym, lqasA,2plc 

EC N 3 lqtwA 

tRNAGT N 2 lwkf 

os CN 2 lajz tad4B, 1 f6y 

UD !uro 

MR lb5t 

MM 112r 

BHM tlt8 

Unicamente se tomaron las protelnas informativas. En algunos casos se muestra la cadena empleada en este 

trabajo. ~ R=Referencia, la C denota a las súper familias para las cuales Copley y colaboradores detectan 
homologla, mientras que la N, marca a las súper familias reportadas por Nagano et al. *súper familias para las 
que no se habla reportado homologla O Súper familias recientemente reportadas. 

TESIR CílN 
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6. Resultados y discusión 

6.1 Súper familias para las que no se había detectado homología 

La súper familia de la metilenetetrahidrofolato reductasa es identificada como homóloga de 

las súper familias aldolasas y enzimas que unen ribulosa fosfato, mediante el análisis 

realizado con PSI-BLAST, el cual produjo valores de E significativos a partir de la 

búsqueda iniciada con la secuencia de la metilenetetrahidrofolato reductasa de E. co/i. Esta 

enzima, la Ns, N 1º-metilenetetrahidrofolato reductasa, cataliza la reducción irreversible del 

Ns, N 10-metilene"4folato hacia 5-metil derivado, reacción necesaria en la síntesis de 

metionina a partir de homocisteína. Estudios previos7.28 demuestran que la homología entre 

los miembros de la súper familia de enzimas que unen ribulosa fosfato, concretamente entre 

las enzimas de la síntesis de histidina y las enzimas de síntesis de triptofano. Por último, la 

nueva súper familia, Betain-homocisteina S-metiltransferasa, se detecta como homóloga 

tanto de la súper familia de las enzimas que unen cobalamina y de la 

metilenetetrahidrofolato reductora. Así, pues, se detecta una homología entre cuatro súper 

familias involucradas en la síntesis de aminoácidos. 

Entre la súper familia uroporfirinogeno descarboxilasa y las enzimas dependientes de 

cobalamina se detecta también homología. 

La súper familia piridoxin 5'-fosfato sintasa se detecta como homóloga de la súper familia 

tiamina fosfato sintasa a partir del análisis realizado con PSI-BLAST, la enzima PdxK de E. 

coli P40191 fosforila los esqueletos de vitamina B6, mientras que la ThiE de Bacil/us 

subtilis cataliza la reacción: 2-metil-4-amino-5-hidroximetilpirimidin di fosfato + 4-4-

metil-5-2-fosfonooxietil-tiazole = di fosfato + tiamina monofosfato. Ambas enzimas 

requieren de la uni~n a un cofactor, el cual puede ser zinc o magnesio en el caso de la PdxK 

de E. coli, mientras que la ThiE de B. subtilis liga unión de magnesio por subunidad. 

En la tabla 4, de la página 23, se presentan las súper familias de barril TIM, resaltando con 

una C aquellas homologías detectadas por Copley et al. y en N las detectadas por Nagano et 

al., finalmente, con una L aquellas relaciones establecidas en el presente análisis. La Figura 

2, provee una visión de las relaciones entre las súper familias encontradas a través de las 
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secuencias seleccionadas, listadas previame~t~ en ';la ;Jabla 2. Cada. un~ de i~s súper 

familias tiene un número y tina abreviatura,· emple~dos'a Jo largode e;ite escrito:' Doce de 

las 26 súper familias co11si~t;n de sÓJ~ lln~~J~u~~~ia~ L~ súper familia más grande es la 9, 

Transglicosidasas, qtie tiene treintaY tres'se¿uencias. La siguiente súper familia es la 5, 

Óxidorreductasas que unen FMN, con doce secuencias. Se toman en cuenta solo las 

proteínas informativas, definidas como aquellas proteínas para las cuales además de contar 

con una estructura resuelta a menos de 3.5 A, se cuenta con información acerca de su 

función específica. 

tR 

Figura 2. Se ilustran las homologías detectadas entre las 25 de las 26 súper familias de barril TIM. Se 

presentan en fondo negro las súper familias para las cuales no se habla detectado homologia previamente y en 

fondo verde la súper familia para la cual no se encuentra homología alguna Las abreviaciones empleadas son 

las siguientes: Triosa fosfato isomersa-TIM; Enzimas que unen ribulosa fosfato-ERF; Tiamina fosfato sintasa

TFS; Piridoxin 5' fosfato-P5F; Óxidorreductasa que unen FMN-OFMN; lnosin monofosfato deshidrogenasa

IMD; Enzimas que unen PLP-EPLP; Óxidoreductasas que unen NADP-ONADP; Transglicosidasas-TG; 

1-lidrolasas metal-dependiente-HMD; Aldolasa-AL; Dominio enolasa C-terminal-DEC; Fosfoenolpiruvato

PEP; Malato G sintasa-MGS; Rubisco-RUB; Xilosa isomersa-XI; Luciferaza semejante a la de bacterias-LB; 

Ácido quinollnico PR-transferasa-AQPRT; Fosfolipasa fosfatidilinositol -FF; Enzimas dependientes de 

cobamlamina vitamina B 12-EC; tRNA-guanín transglicosidasa-tRNAGT; Dihidropteroato sintasa-DS; 

Uroporfirinogeno. dsecarboxilasa-UD; Metilenetetrahidrofolato reductasa-MR: 5. Monometilamin 

metiltransferase-MM; Betain-homocisteina S-metiltransferasa-BHM. 
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Existe un grupo de diez súper familias de proteínas en tomo a las cuales se agrupan 

claramcntL' L'I resto, que son: las Tlt\·1. las óxidorreductasas que unen FMN, las inosin 
. . 

monofosfow deshidrógehasa; las óxidorreduc.tasas que unen NADP, las transglicosidasas, 

las enzimas que urien PLP, las hid~~lasas metal-dependiente, las aldolasas, las dominio 

enolasa C-terminal y !~-ácido ~'~inolínico ·PR~transferasa. 

. . 

La mayoría de las 26 súper familias comprenden solo barriles a./!}s, sin embargo, hay tres 

familias que poseen siete elementos beta, la súper familia de las Transglicosidasas una 

endonucleasa la súper familia ácido quinolínico PR-transferasa y la Luciferina semejante a 

la de bacterias. La súper familia Monometilamin transferasa posee, además de la estructura 

básica del barril dos pares de hojas betas accesorias. 

En las 26 súper familias hay 61 números diferentes de E.C. los cuales comprenden las 

clases de la uno a la cinco, como se muestra en la Figura 3, de éstos, el 85% está 

involucrado en el metabolismo energético, metabolismo de macromoléculas o en el de 

pequeñas moléculas. Las únicas excepciones las constituyen una proteína relacionada con 

la vía informativa del DNA endonucleasa IV, lqtw y otra proteína relacionada con la ruta. 

informativa del RNA tRNA-guanín transglicosidasa, 1 wkf. 

Proporciones catalizadas por el plegamiento Barril 
TIM 

20 

• 35% 1. Óxidorreductasas 
1•25% 2. Ttransferasas 
j O 20% 3. Hidrolasas 
: a 10% 4. Liasas 
. a 10% 5. lsomerasas 

Figura 3. Se muestran las proporciones de las actividades catalíticas llevadas a cabo por los barriles 

TIM. 
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Doce familias enlazan. a •. un. cofactor. tal comoFM}\f, •.NADP, •• PLP .o'.ih.;til~s'divalente~. 
Todos los· cofacfores ; s~s~ratos son enlazado sal c~~boncf:. ie~Ü1i1~al de l~~·h¿j~~;'.p"~•~ fodas .··. 
las familias. . .· .. · .· ..... ·.· ·.· ··· · .. ,•c:r.:~T'•(<'.'·.\\·;·')~:J:.·t,·~~:·~~··· 

. > < , ..... · . ·. ..~'.>~r~.:r.rt;~:~~m~:'.¿~~·i.rf .:{r~t i~;~>:~~~·i.~~/:~;1:: 
Tabla 3. Enznnasy.ar¡¡}as cuales no se habla detectado hon1.ºl.CJgl,a,,0¡¡!~u.~¡¡.f~ry;i:Lr.~~.t.o'~~-losb¡¡,i:ri1~~ffIJV1. 

_', ·'-'·'. -
ProtCl~a ~: .. ''.. · ·/ ·,. · 

Piridoxin 5' fosfato 

si~t;.s~;¡~ '¡'° ' · 
Escherlchlili:ol1 

urci'porlirinógé:no 

dsec.;"étioxiiás~ del 

Humano 

Metiléneti:trahidrofo 

lato reductasa de E. 

coli 

· Betain-homocistelna 

S-metiltransferasa 

A Resolución en Amstrongs 

IDA 

Íhol 

2.20• 

Juro 

1.80 

lb5t 

2.50 

llt8 

2.05 

súper familia 

Piridoxin 5' fosfato 

Uroporfirinogeno 

dsecarboxilasa 

Metilenetetrahidrofolato 

reductasa 

Betain-homocisteina S

metiltransferasa 

· · '.'. RéfeienCia ·· 

ATP. + pirldoxal = ADP + pirid~X'at 5'-
fosfato. · GarrldÓ-Franco " 

Cofactor: zinc o magnesio 

Uroporfirinogeno-111 = 
coproporfirinogeno + 4 C02. Whitby '" 
Ruta: bioslntesis de Porfirio 

5-metiltetrahidrofolato + aceptar= 5, 10-
metilenetetrahidrofolato + aceptar 

reducido 
Cofactor: FAD. Guenther" 

Ruta: Biosfntesis de metionina. 
Es un horno tetrámero 

Trimetilamonioacctato + L .. homocisteina 
= dimetilglicina + L-metionina. 

Esta reacción también es requerida para 
la oxidación irreversible de la colina Evans" 

Cofactor: Zinc 
Ruta: Regulación del metabolismo de 

homocistefna 

En el presente trabajo se muestra que es posible inferir homología entre cuatro súper 

familias para las cuales no se había reportado antes homología alguna, éstas son: la 

piridoxin S'fosfato, la uroporfirinogeno descarboxilasa, la metilenetetrahidrofolato 

reductasa y la betain-homocisteina S-metiltransferasa. Cabe aclarar que las últimas dos 

súper familias mencionadas, no se habían reportado hasta diciembre del año pasado. Es 

importante resaltar que la súper familia metilenetetrahidrofolato reductasa se encuentra 

involucrada en la síntesis de metionina a partir de homocisteína, y que se detecta homóloga 

de la familia betain-homocisteina S-metiltransferasa, previamente se habían reportado 

como homólogas las súper familias de las síntesis de triptofano y de histidina, con lo cual, 

se ha establecido homología entre cuatro súper familias involucradas en la síntesis de 

aminoácidos. 
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Tabla 4. Homologlas detectadas entre las 26 súper familias de barril TÍM;,L(J{nú~er()s'de_ la/súper familias 

se encuentran en el mismo orden establecido en la Tabla l. Aquellas' h'om~Iogla~ ~-~~Óntradas en IÓs trabajos 
' • - • • ,_ u• •'o • ;·\:· • .,,'..'", .:.·;• _','•''. '. •-'. ,"- : ' ., ' • 

de Coplcy et al. se muestran con Una C, mientras queias deteciadas.por,NagaÍ10'e1 al. éón una N y las del 

prt!sentc trabajo con una L. 
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En el trabajo de Copley et al. se logró establecer homología entre 12 súper familias de 

barril TIM, mientras que Nagano et al. lo hacen para 21 de ellas. Ellos logran obtener un 

grupo sólido entre las súper familias de las aldolasas clase 1 y 11, dihidropteroato sintasa, 

enzimas que unen PLP, las fosfatidilinositol fosfolipasa C, las enzimas que unen fosfato, 

fosfoenolpiruvato, la triosa fosfato isomersa, oxidorreductasa que unen FMN, ácido 

quinolínico PR-transferasa, Rubisco y la súper familia de las enolasas. Sin embargo, entre 

las súper familias transglicosidasas, hidrolasas metal-dependiente, xilosa isomersa y tRNA

guanín transglicosidasa se encuentran compartidos los residuos catalíticos y los residuos de 

unión a fosfato, lo cual podría apoyar que se unieran de manera distante al grupo 
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mencionado. ~n eLprese~te':t~~b~jo; para estas familias se detecta homol~g!a niediante el 

análisis realizado c~1f PSl~BLÁST.' ·. 
".-'."-;~·-· .. 
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secuencia, ,como para no detectar homologías entre ellos a partir de alineamientos simples, 

con rilétodos sensibles para detectar homologías que no son evidentes en la secuencia, es 

posible encontrar homología entre 25 de ellas. Esto nos podría sugerir que los barriles TlM 

provienen de un ancestro común, sin embargo, la penúltima súper familia, la 

monometilamin metiltransferasa, no resulta ser homóloga de ninguna de ellas. La estructura 

de dicha enzima posee elementos de hojas beta repetidas, lo cual podría influir en la 

evolución de la secuencia, resultando en una rápida divergencia, pues al realizar el PSl

Blast, sólo logra reconocer al plegamiento Rossman. Esta enzima cataliza varias reacciones, 

resaltadas en la Lista l, así como varios pasos dentro de una misma ruta, como en el caso 

de la biosíntesis de la ubiquinona, en donde cataliza tres pasos continuos. 

De forma tal que, aún cuando las 26 súper familias de barriles TIM, hasta ahora 

reconocidas, parecen haber divergido en sus secuencias de aminoácidos, evitando que sea 

posible detectar homología entre ellas, a partir de alineamientos de secuencia con métodos 

poco sensibles, como BLAST o FASTA; el uso de métodos más sensibles, como PSl

BLAST, a la par del criterio de homología transitiva, nos ha permitido detectar relaciones 

monofiléticas entre 25 de las 26 súper familias. 

Por otro lado, el hecho de que las proteínas de la súper familia de las monometilamin 

metiltransferasas, no han podido ser ligadas por métodos de alineamiento, incluyendo PSI~ 

BLAST, al resto de las súper familias con barriles TIM (Farber, Copley, Nagano y este 

trabajo), pudiera explicarse sobre la base de dos posibles causas. La primera es que 25 

súper familias tengan un origen común y las monometilamin metiltransferasas uno 

independiente, lo cual es dificil de evidenciar o descartar a ciencia cierta, no solo en este 

caso, sino en cualquier tipo de proteínas, con plegamientos similares, en los que no se 

encuentren evidencias de homología a nivel de secuencia. 

La segunda es que las secul!ncias de aminoácidos de las monometilamin metiltransferasas 

han divergido tanto, del resto de las súper familias, que incluso por los métodos aquí 

empleados, no se puedan detectar indicios de homología, si los hubiere. Esto es probable en 



el sentido de que la estruct~ra d~ lás ~onometilamin metiltransferasas poseeriel~~1~nto~ de 
' -· . . ..... . . . .. , - ... ·.-.. · .,·,·- . 

hojas beta repetidas •. amanerad~ inserdories.que.internúnpen el.plegamiento profotípicÓde 

barril TlM, lo cual podrfainfl~ir enla evolución de la secuencia. resultantlCl~n G11~-~ápida 
divergencia, y de ello que al re~lizar el PSl-BLAST, no logremos ligarla con otros tip~s de 

barriles TIM, de hecho, las proteínas que mas se parecen en a las monometilamin 

metiltransferasas, según los resultados de PSI-BLAST, son proteínas con plegamientos tipo 

Rossman, aún . cuando los elementos "insertados" en el dominio barril-TIM las 

monometilamin metiltransferasas han sido eliminados para su comparación por los métodos 

aquí empleados. 

Las monometilamin metiltransferasas catalizan varias reacciones, resaltadas en la Lista 1, 

así como varios pasos dentro de una misma ruta, como en el caso de la biosíntesis de la 

ubiquinona, en donde cataliza tres pasos continuos. Lo que nos permite sugerir que si los 

loops de las monometilamin metiltransferasas actúan como elementos importantes en la 

selección de los diferentes tipos de sustratos y ello han sido un factor importante para una 

divergencia a nivel de secuencia muy alta, nos podemos inclinar por la segunda opción 

descrita arriba; es decir, que las monometilamin metiltransferasas pudieran ser homólogas 

al resto de los barriles TIM, pero que hasta la fecha, por los métodos aquí empleados no . 

podamos detectar señales de ello. Por lo cual es necesario extender el espacio de búsqueda, 

de manera tal que se pudieran detectar proteínas homólogas transitivas entre las 

monometilamin metiltransferasas y el resto de los barriles TIM. 

Lista 1. Reacciones catalizadas por la enzima Monometilamin metiltransferasa 

Metabolismo 

• Vitaminas y cofactores 

• Lípidos andrógenos y estrógenos 

• Aminoácidos histidina, triptofano, tirosina 

• Otros aminoácidos aminofosfonato y selenoaminiácido 

Biosíntesis 

Ubiquinona 

Biodegradación de xcnobióticos degradación de nitrobenceno 



Todas las proteínas analizadas son enzimas o están claramente relacionadas a una enzima y 

s.: encuentran involucradas en el metabolismo molecular o energético, el cual está 

considerado como la más antigua de lás funciones biológicas. Con el análisis realizado se 
. . . .· .• 

puede apoyar la hipótesis .de .Farber et. al .. acerca de la evolución divergente de este 

plegamiento y el casó de la sú~e~ rii.TIÜiá is, monometilamin metiltransferasa, la podríamos 
. · ... ·,,, :. ' .... , .. ,•, 

sugerir como . la e~i~~· ·'cuy~ eJói~~iÓn . ha sido muy temprana y cuyas presiones de 

selección ha~ slcf~ dif~~e~t~~ ·~·\af ~el resto del plegamiento, dados los elementos 

estructurales las hojas· 13 adici~Ílales qtie posee y el hecho de que sea una enzima con varios 

sustratos. 

GLOSARIO 

ASTRAL: El compendio ASTRAL, proporciona varias bases de datos y herramientas que 

ayudan en el análisis de las estructuras de las proteínas, particularmente a través del uso de 

sus secuencias. El "score" SPACI, incluido en el sistema, resume las características 

generales de las estructuras. Su dirección es la siguiente: http://astral.stanford.edu/ 

BASES DE DATOS: Comprende toda la información disponible, ya sea de nucleótidos o 

de proteínas, a una fecha determinada, reunida en un mismo sitio. Un concepto dominante 

en comparar bases de datos es la aplicación del de redundancia. Muchas bases de datos 

intentan ser "no-redundantes". Desafortunadamente, los datos biológicos son demasiado 

complejos para que tenga lugar una definición simple de la redundancia. ¿Se puede decir 

que dos alelos son redundantes? ¿Dos isozimas en el mismo organismo? Por lo tanto, cada 

base de datos "no-redundante" tiene su propia definición de la redundancia. Algunas hacen 

cierto uso de medidas automatizadas, mientras que otras utilizan el desecho manual. Otras 

bases de datos no procuran ser no-redundantes, sino que sacrifican algo esta meta en favor 

de asegurar lo completo. 

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool El algoritmo alinea regiones cortas de la 

secuencia desconocida con regiones encontradas en la base de datos. La fase inical de la 

búsqueda consiste en identificar fragmentos parecidos en la base de datos. Luego se alinean 

los aminoácidos de los fragmentos con la secuencia desconocida, si un aminoácido de la 

secuencia desconocida se encuentra ubicado exactamente en la misma posición de la 
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secuencia de la base de datos, se le adjudica un punto positivo. En el caso de que la 

similitud e identidad fuesen buenas pero no perfecta. entonces se le adjudica un ptmtaje 

más bajo. Cuando no existe una correspondencia buena y perfecta entre los amirioácidós-se 

le adjudica un puntaje negativo. La suma de los puntajes es utilizada• para determinar el 

grado de similitud. 

Las secuencias con puntajes altos son denominadas "high-scoring segments pairs, HSPs". 

El programa trata de extender el mejor HSP aquellos con Jos mayores puntajes, los más 

parecidos alineando en ambas direcciones hasta que Ja secuencia se acabe o el mismo deje 

de ser estadísticamente significativo. Durante Jos procesos de búsqueda y extensión se hace 

uso de matrices de substitución. Entonces las secuencias reportadas serán aquellas que 

posean Jos puntajes totales más altos "maximal-scoring segment pair, MSP". 

La longitud del segmento inicial a ser identificado se especifica por el valor W 

"Wordlength". El algoritmo BLAST solamente intenta extender el fragmento alineado si 

existe una correspondencia perfecta por Jos W aminoácidos continuos. El valor por omisión 

del programa Blast es de 11 letras, buscará en Ja base de datos hasta que consiga 

fragmentos de 11 letras de largo que sean exactos a la secuencia desconocida para Juego 

proceder a Ja extensión hacia ambos lados .. Una longitud de 11 letras es suficiente para 

excluir homólogos que divergen moderadamente y por consiguiente también excluirá 

aquellos que puedan haber sido escogidos por azar. 

CATH: Agrupa a las proteínas de acuerdo al orden jerárquico de sus iniciales en cuatro 

niveles importantes, ClaseC, ArquitecturaA, TopologíaT y súper familia homólogo h El 

nivel de clase, derivado del contenido de la estructura secundaria, se asigna para más del 

90% de estructuras de Ja proteína automáticamente. La arquitectura, que describe la 

orientación gruesa de estructuras secundarias, independientemente de conectividades, se 

asigna, actualmente, de manera manual. El nivel de Ja topología agrupa las estructuras 

según sus conexiones y el número de estructuras secundarias. Las súper familias 

homólogas agrupan a las proteínas con base a las estructuras altamente similares y a las 

funciones. Las asignaciones de estructuras a las familias de topología y a las súper familias 

homólogas son hechas por comparaciones de Ja estructura primaria, secundaria y terciaria. 

CORA: Son una serie de programas para alineamiento múltiple y análisis estructural de 

familias para identificar las posiciones consenso y capturar sus características estructurales 
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más conservadas por ejemplo, accesibilidad de los residuos, ángulos de torsión; geometría 

global descrita mediante los contactos entre residuos. 

GEN: Unidad fisica fundamental de la herencia cuya existencia se puede confirmar por 

variantes alélicas y que ocupa un locus cromosómico concreto. Secuencia de DNA que 

codifica para un polipéptido o un producto determinado, como puede ser un marco de 

lectura abierto ORF, por sus siglas en inglés rRNA o un tRNA. 

GEN BANK: Es una colección de todas las secuencias disponibles del DNA Nucleic Acids 

Research 2002 Jan 1;301:17-20. Hay aproximadamente 22.617.000.000 bases de DNA en 

18.197.000 registros de secuencia con fecha de agosto del 2002. GenBank es parte de 

"Nucleotide Sequence Database Collaboration", que engloba al Banco de Datos de DNA de 

Japón DDBJ, al Laboratorio Europeo de Biología Molecular EMBL, y al GenBank del 

NCBI. Estas tres organizaciones intercambian datos diariamente. 

GENOMA: Conjunto de información genética de un organismo determinado. Contiene, 

por tanto, la información necesaria para que las células sinteticen todos los componentes 

del organismo. 

HOMOLOGÍA TRANSITIVA: Siguiendo la misma lógica aplicada en la propiedad de 

transitividad de los números re~les 

En donde, si A=B y B=C.: A=C podemos encontrar homologías transitivas entre proteínas 

que de otra manera no hubiese resultado evidente. 

IMPALA: Es un programa diseñado para complementar el procedimiento de comparación 

de una secuencia problema con una base de datos de matrices de registro posición

dependiente PSSMs generadas por PSl-BLAST. 

NCBI: Establecido en 1988 como un recurso nacional para la información molecular de la 

biología, el Centro Nacional de Biotecnología NCBI, por sus siglas en inglés crea bases de 

datos públicas, conduce la investigación en biología de cómputo, desarrolla las 

herramientas del software para analizar datos del genoma y disemina la información 

biomédica. 

PDB: El Banco de Datos de Proteínas PDB, por sus siglas en inglés es la colección sobre 

algunos datos disponibles con respecto a estructuras de proteínas, resueltas con difracción 

de rayos X, datos de resonancia nuclear magnética, ácidos nucleicos y otras 

macromoléculas biológicas. Sus entradas pueden clasificarse en 
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• Estructuras de proteínas, las cuales pueden incluir cofactores, sustratos, inhibidores 

u otros ligandos, incluyendo ácidos nucleicos. 

• Estructuras de oligonucleótidos o ácidos nulceicos. 

• Modelos hipotéticos de estructuras de proteínas. 

PLEGAMIENTO DE PROTEÍNAS: Proceso mediante el cual la proteína sintetizada en 

la célula adquiere una conformación definida en el espacio que le permite reconocer otros 

componentes celulares y así desarrollar su función característica. La naturaleza de la 

secuencia de aminoácidos determina las interacciones con el medio citoplasmático, las 

cuales pueden ser hidrofóbicas o hidrofilicas, tomando en conjunto una conformación 

característica. 

PROTEÍNA: Macromolécula orgánica constituida por aminoácidos unidos por enlaces 

peptídicos que tiene un papel funcional y además estructural en los procesos vitales de la 

célula. 

PSI-BLAST: Es una versión modificada de BLAST, pero iterativo. Del universo de 

proteínas que se obtienen con la primer salida, construye un perfil, empleándolo como 

semilla para realizar una segunda búsqueda, de tal suerte que en esta segunda búsqueda ya 

no solo se realiza con base en la secuencia original, sino con base en el perfil generado, por 

lo cual resulta un método sensible a homologías que no son evidentes en la secuencia y que 

con BLAST no se detectarían. 

SCOP: Casi todas las proteínas tienen semejanzas estructurales con otras proteínas y, en 

algunos de estos casos, comparten un origen evolutivo común. La base de datos de SCOP, 

creada mediante una inspección manual y sistematizada, empleando una batería de métodos 

automatizados, proporcionando una descripción detallada y comprensiva de las relaciones 

estructurales y evolutivas entre todas las proteínas de estructura conocida. Como tal, 

provee un amplio examen de todos los plegamientos conocidos de Ja proteína, así como 

información detallada sobre Jos parientes cercanos de cualquier proteína particular, y un 

marco para la investigación y la clasificación futuras. Organiza las estructuras de las 

proteínas en una jerarquía de acuerdo con su origen evolutivo y a su similitud estructural. 

Todo ello con base en los dominios de las proteínas más que con toda Ja proteína completa. 

Por Jo cual, en el nivel más bajo de la jerarquía del SCOP, hay dominios individuales, 

extraídas a partir de las entradas del PDB. Los grupos de dominios están en conjunto dentro 
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de familias homólogas. Estos dominios abarcan similitudes en la estructura, función y en la 

secuencia, lo cual, implica un origen común. 

VALOR DE EXPECT ANCIA: En una búsqueda de similitud en una base de datos, la 

probabilidad de que un registro score de alineamiento tan bueno como el encontrado entre 

una secuencia problema y una secuencia en la base de datos pueda ser encontrado en tantas 

comparaciones entre secuencias al azar como fue encontrada la secuencia apareada. 
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Apéndice 

Script 1 

FILE="$1" 
TEMPFILE="temporal.awk" 

grep "I" $FILE> $TEMPFILE 

awk' BEGIN {digits = ""(0-9]+$"; alfa= ""[0-9e'-']+$" } 
! /">/ && $(NF-l)- digits && $NF - alfa' $TEMPFILE 

Script 11 

done 

for i in $(Is $1) 
do 
for j in $(Is $1) 
do 
cat $ l/$i 1 awk -F 'I' '{print $2}' 1 sed "s/ //g" >> /tmp/templ 
for x in $( cat /tmp/temp 1) 
do 
grep $x $1/$j >> $2/$i-$j 
done 
rm /tmp/temp 1 
done 
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