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RESUMEN

Las hélices-ot y las hojas-B son estructuras ordenadas y repetitivas de la cadena
principal de las proteinas, las cuales se mantienen estables debido principalmente a
interacciones con residuos de aminodcidos (a.a.) cercanos en la secuencia. Las
interacciones cercanas evitan que ambas estructuras secundarias (ESs) se desplieguen por
sus regiones amino o carboxilo terminal. Aun asi los cambios en la secuencia pueden
afectar la estabilidad estructural de las ESs provocando que presenten cambios que
afectan a la estructura tridimensional o al plegamiento de la proteina.

En el presente trabajo se investigaron las diferencias entre las hélices-o y las
hojas-f en relacion con el cambio de tamafio y de secuencia en proteinas homdlogas.
Posteriormente el andlisis se centr6 en las regiones terminales de estas estructuras. Dichas
regiones terminales comprenden los ultimos a.a. que forman parte de la ES y los primeros
de forman parte del “coil”. En estas posiciones se analizé la conservacién de secuencia,
los patrones hidropaticos (a.a. polares y no polares), la accesibilidad al solvente y en el
caso especifico de las hélices-0, se analizaron los patrones de “capping” descritos con
anterioridad. Para estos anlisis se seleccionaron varios alineamientos de secuencia para
distintas familias de proteinas, que contienen informacién estructural codificada. Los
alineamientos se obtuvieron de 2 bases de datos, Homstrad y PASS2. Finalmente se
realizaron predicciones de ESs mediante el programa PsiPred para analizar el efecto de
las caracteristicas de cada region terminal en el nivel de prediccion.

Se hall6 que después de un mismo tiempo de divergencia, las hélices-o. cambian
mas de tamafio que las hojas-B. Relacionado a esto, se encontrd que en general las hojas-
B mantienen una mayor conservacién de secuencia que las hélices-ot después de un
mismo tiempo de divergencia. En las regiones terminales de las ESs se hallaron claras
diferencias entre las hélices-o. y las hojas-B. Las hojas-f presentaron una mayor
conservacion de secuencia y de uso de patrones hidropaticos en sus regiones terminales.
Para el caso especifico de las hélices-ou se hallaron claras diferencias entre sus dos
regiones terminales (amino y carboxilo), estos resultados se comparan con trabajos
tedricos que analizan la tendencia a desplegarse de las regiones terminales de las hélices-
o.. Finalmente las predicciones de ES mostraron diferencias en el nivel de prediccion en
las distintas regiones terminales siendo méas marcada en las hélices-o, donde la region
amino terminal tiene niveles de prediccion maés altos que cualquier otra regién terminal,
aun cuando es la region terminal menos conservada.

Todos estos resultados muestran que las hojas-f presentan una mayor estabilidad
evolutiva en sus regiones terminales por estar mas conservadas que las hélices-o.. Asi
mismo, la mayor estabilidad de la region carboxilo terminal de las hélices-o. se
contrapone a su mayor tendencia a desplegarse. El mejor nivel de prediccion en la region
amino terminal de las hélices-o. resulta controversial debido su bajo nivel de
conservacion. Por otro lado, los resultados sugieren que esta region podria tener una

mayor sefial evolutiva en ciertas posiciones, lo cual aprovecha el método de prediccion de
PsiPred.



"INTRODUCCION

Las proteinas son moléculas bioldgicas importantes capaces de desarrollar
distintas funciones en los organismos vivos. Se postula que estas funciones se pueden
llevar a cabo solo si las proteinas tienen una estructura tridimensional (3D) especifica.
Hoy en dia se conocen un gran nimero de estructuras de proteinas que han permitido
realizar diversos estudios y generar distintas clasificaciones estructurales. Muchos de
estos estudios han analizado la modificacion de las estructuras 3D con el fin de entender
c6mo se ha generado la diversidad estructural de las proteinas *>*. Desde los primeros
analisis result6 evidente que la formacién de la estructura 3D depende en gran medida de
la secuencia de aminoédcidos (a.a.) ). Es por esta razén que la mayoria de los trabajos
sobre estructuras de proteinas analizan las preferencias y cambios que presentan las
secuencias de a.a., y los relacionan con las modificaciones en las estructuras 3D.

Las clasificaciones estructurales se han realizado en base a las semejanzas de
estructura y de secuencia entre proteinas. Clasificaciones como SCOP © y CATH
muestran que las proteinas pueden adquirir una gran variedad de tipos de estructuras 3D,
llamadas plegamientos. Las relaciones entre proteinas que estas clasificaciones muestran,
parten del hecho de que si dos proteinas tienen una alta similitud en la secuencia, también
presentaran una alta similitud en la estructura 3D. Asi mismo, debido a que la estructura
3D no siempre se ve afectada por las mutaciones, presenta una mayor conservaciéon en
comparacién con la secuencia de a.a ®. Debido a lo anterior, la evolucién estructural de
las proteinas se ha estudiado tomando en cuenta la relacién entre la secuencia de aa. y la
estructura 3D, y mediante comparaciones entre estructuras de proteinas homologas.

Aun cuando existen muchos trabajos sobre las estructuras 3D de las proteinas,
todavia no se sabe de qué forma la secuencia de a.a. tiene la informacién precisa para que
se obtenga una estructura 3D especifica y funcional. Para entender mejor este fenémeno
se ha estudiado la relacion entre la secuencia de a.a. y la estructura 3D de las proteinas.
Una caracteristica principal es que las mutaciones no aparecen en cualquier posicion de la
cadena polipeptidica. Por el contrario, hay posiciones donde los cambios de a.a. se toleran
preferentemente . Lo anterior se debe a que las proteinas presentan regiones en su
estructura 3D con diferentes propiedades tanto quimicas como fisicas. Las posiciones
donde aparecen un mayor o menor nimero de mutaciones estan relacionadas con la
accesibilidad al solvente y con las diferentes estructuras secundarias (ESs) de las
proteinas “'® ', En si mismas, las ESs pueden encontrarse en ¢l interior o exterior de la
proteina, lo cual también provoca que presenten posiciones con distintos niveles de
mutaciones. Es por estas razones que la relacion secuencia-estructura, no puede ser
analizada en su totalidad sin considerar las propiedades de las diferentes ESs.

Caracteristicas Principales de las Estructuras Secundarias

La cadena polipeptidica de las proteinas se divide en 1) cadena principal, formada
por los sucesivos enlaces peptidicos (entre los grupos amino y carboxilo), y en 2) las
cadenas laterales de los a.a. Entre las ESs mas abundantes y estudiadas estan las hélices-a
y las hojas-B. Estas ESs son conformaciones ordenadas y repetitivas de la cadena



principal, y se hallan en casi todas las proteinas conocidas. Las hélices-a y las hojas-f se
encuentran conectadas por regiones de la secuencia conocidas como “coil”, “turn” y
“loop”. Ambas estructuras tienen distintas conformaciones espaciales de la cadena
polipeptidica, estabilizadas por interacciones cercanas y lejanas. Entre estas interacciones
cercanas y lejanas estan los puentes de hidrégeno que se generan en cada ES debido a su
propia conformacién espacial, las fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas,
interacciones hidrofdbicas, etc '?. Las interacciones son aquellas que involucran a a.a.
cercanos en la secuencia, mientras que las interacciones lejanas son todas aquellas que
involucran a otros a.a. lejos en la secuencia que llegan a hacer contacto principalmente
con las cadenas laterales de los a.a. de la ES ¥, y se ha propuesto que tienen un papel
mas importante en estabilizar la estructura 3D Y.

Se ha encontrado que existe una relacion entre las estructuras secundarias y las
mutaciones en la secuencia, debido a que los a.a. muestran distintas preferencias por una
estructura secundaria en lugar de otra (!> ' Estas preferencias surgen debido a que las
cadenas laterales de los a.a. adquieren distintas conformaciones espaciales, que pueden
generan impedimentos estéricos con la cadena principal de las ESs. Asi mismo, la
posicién de las hélices-a y hojas-p dentro de la estructura 3D influye en el tipo de a.a. que
pueden presentar. Dado que las hojas-B tienden a estar en el interior de la estructura 3D y
tienen poco contacto con el solvente, presentan preferencias por a.a. hidrofobicos. Lo
contrario sucede con las hélices-a y las regiones “coil”, las cuales presentan un mayor
uso de a.a. hidrofilicos por estar situados en la superficie de las proteinas en contacto con
el solvente . Por otro lado, se sabe que las ESs usan preferentemente distintas
secuencias de a.a. polares y no 7polares, debido también a su posicién en la estructura 3D
y a su conformacién espacial '”. Todas estas propiedades deben ser consideradas cuando
se quieren analizar las diferentes ESs y entender sus semejanzas y diferencias, y el efecto
de estas en la evolucién estructural de las proteinas.

Estabilidad de las Estructuras Secundarias

Existen trabajos que han analizado las ESs tomando en cuenta su longitud y
composicién de a.a. O 1819 Aqi mismo, la relacion entre las mutaciones en la secuencia
de a.a. y el cambio estructural de las proteinas ha sido estudiada ampliamente. Aun
cuando en algunos trabajos se hallaron diferencias de estas caracteristicas entre las
distintas ESs ), no se logré una descripcion completa de dichas diferencias, y mas aun,
algunas caracteristicas quedaron vagamente exploradas. Por otro lado, el nimero de
familias de proteinas y plegamientos conocidos sigue en aumento por lo que resulta
necesario realizar nuevos andlisis sobre distintos aspectos de la evolucion de las ESs.

La estabilidad de las ESs es uno de los aspectos de interés para el plegamiento de
la estructura 3D. La estabilidad se relaciona principalmente con la presencia de factores
que fijan la estructura, evitando que se modifique su tamafio o se despliegue totalmente.
Entre estos factores se encuentran los puentes de hidrégeno entre la cadena principal, las
interacciones idnicas, las fuerzas de Van der Waals, etc. Existe la propuesta de que las
ESs se forman primero y sirven como gufas para la formacion de la estructura 3D (%,
Distintos trabajos apoyan esta idea y resaltan la importancia de estas estructuras en el
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correcto plegamiento de la estructura 3D. Otros trabajos han mostrado que el orden y la
longitud de las ESs pueden ser un factor importante en la formacién de la estructura 3D
@0 " Asi mismo se ha encontrado que la desaparicion o sustitucién por otra estructura
depende del tamafio de las ESs " y del tipo de mutaciones que presente su secuencia.
Estos trabajos muestran la importancia de la estabilidad de las ESs, evitando que se vean
disminuidas en tamafio o sustituidas por otra ES, afectando asi a la estructura 3D de la
proteina.

Las proteinas homologas suelen tener una alta similitud en su contenido de ESs.
Las principales diferencias se encuentran en el cambio de tamafio de estas estructuras. La
estabilidad y crecimiento de las ESs, son aspectos importantes durante el proceso de
plegamiento y para mantener una estructura tridimensional funcional. Estas
caracteristicas de las hélices-a y hojas-B, han sido estudiadas mediante dinamicas
moleculares “* ** 2 Se han propuesto distintos factores que estabilizan y que
promueven el cambio de tamafio de estas estructuras.

Algunos trabajos teoéricos que han realizado dinamicas moleculares en péptidos y
proteinas, han hallado diferencias en la tendencia a crecer en longitud entre las hélices-a
y las hojas-f3 @2 Para el caso de las hélices-a se ha encontrado que existen diferencias
entre sus dos regiones terminales, amino y carboxilo. Algunos trabajos muestran que la
region amino de las hélices-o presenta una mayor estabilidad que la regién carboxilo
terminal % %% 2627 Esta conclusién se alcanzé mediante dindmicas moleculares, y Nno se
ha hecho un andlisis global de este fendmeno con las estructuras de proteinas conocidas.
Estos trabajos tedricos y otros experimentales muestran en algunos casos resultados

contradictorios. Debido a esto resulta relevante realizar un andlisis global de las
diferentes ESs.

Prediccion de Estructuras Secundarias

La prediccion de ESs, a partir de la secuencia de a.a., es un problema de mucha
importancia para la biologia molecular. Hoy en dia el nuimero de secuencias de a.a ha
venido en aumento, debido en parte a los proyectos de secuenciacién genémica, mientras
que la determinacion estructural de proteinas sigue siendo un proceso relativamente lento.
Conocer la estructura de las proteinas es una necesidad basica para entender su
mecanismo de accidn y es por esta razon que los métodos para la prediccion de ESs y
tridimensionales han resultado ser bastante utiles.

Los métodos que han mostrado ser mas efectivos son aquellos que basan su
prediccion en inferencias de cardcter evolutivo ®® 2. Si una secuencia de a.a. es
suficientemente similar a otra de estructura conocida, su relacion evolutiva garantiza una
determinada similitud estructural. Pero lamentablemente no siempre se cuenta con un
homologo cercano de estructura conocida. En la mayoria de los casos hay que emplear
técnicas que requieren buscar homologos lejanos que den mas informacién sobre la
variacién de la secuencia de a.a. ®”. Los métodos de prediccion resultan ser mas
eficientes si utilizan informacion de secuencias relacionadas a la proteina de la cual se
quiere predecir su estructura.
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La mayoria de los métodos de prediccién logran relativamente altos niveles de
prediccién en las regiones centrales de las hélices-a y hojas-P (~75%), pero cominmente
fallan en sus regiones terminales “* " Esto ha resultado ser un problema para los
métodos de prediccion de estructuras tridimensionales que emplean predicciones de
estructura secundaria.

ANTECEDENTES

Las hélices-ot y las hojas-B son los elementos de ES més comunes en las
proteinas. Se ha propuesto que la abundancia de estas dos estructuras se debe al balance
entre dos fuerzas opuestas: a) las interacciones locales de la cadena principal, que
favorecen la formacion de hélices-ou y hojas-P, y b) las restricciones conformacionales de
las cadenas laterales, que afectan a estas estructuras ?%. Las diferentes conformaciones
que pueden adquirir las cadenas laterales provocan que los a.a. presenten distintas
preferencias por una u otra ES **). Lo anterior, se ve reflejado en algunas matrices de
sustitucion, especificas para hélices-o. y hojas-[3, que se han hecho con anterioridad (10.11)
Asi mismo, se sabe que el orden de la secuencia de a.a., clasificados en polares 3y no
polares (caracteristicas quimicas) influye en la formacion de las ESs " 3 29y
posiblemente en el tamafio que éstas pueden adquirir. En este sentido, se ha demostrado
que una secuencia de a.a. tipicamente formadores de hélices-o puede formar una hoja-f3
si los a.a. se ordenan de acuerdo a un patrén hidropatico (secuencia de a.a. polares y no
polares) caracteristico de hojas-f y viceversa (a2,

Lo anterior muestra que la secuencia de a.a. y las propiedades de sus respectivas
cadenas laterales influyen en la formacién y estabilidad de las ESs. Aun asi, el contenido
y orden de a.a. en la secuencia de una proteina no aporta informacién suficiente para
determinar con precisién sus distintas ESs. Por otro lado, no se tiene claro hasta qué
punto la secuencia de a.a. determina la longitud de las ESs al estabilizar sus regiones
amino y carboxilo. Asi mismo no se sabe qué factores intervienen en la modificacion del
tamafio de las ESs, ya que se ha observado que estas pueden variar entre proteinas
homologas. Debido a esto, no es posible determinar con total certeza el inicio y término
de una ES en la secuencia de a.a de una proteina, siendo esto uno de los problemas que
presentan los programas de prediccién de ESs.

Los primeros trabajos que analizaron la variacién estructural de proteinas en
relacién con la conservacion de la secuencia, no hallaron grandes diferencias entre las
hélices-o y las hojas-B de proteinas homologas & ' ' Posteriormente se encontrd que
entre proteinas lejanamente relacionadas variaban las longitudes de sus ESs, pero no
muestran diferencias entre hélices-o. y hojas-p ©>. Todos estos trabajos, posiblemente no
prestaron especial atencién al cambio de tamafio de las ESs debido al bajo nimero de
estructuras de proteinas conocidas, lo cual limitaba el nimero de comparaciones. Por otro
lado, los estudios se enfocaron solamente en las regiones conservadas de las estructuras
3D, razén por la cual no se analizaban las modificaciones de tamafio de las ESs. En si, no
se hizo ningun analisis detallado sobre la variacion de longitud de estas estructuras.
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que una secuencia de a.a. tipicamente formadores de hélices-o. puede formar una hoja-3
si los a.a. se ordenan de acuerdo a un patrén hidropatico (secuencia de a.a. polares y no

polares) caracteristico de hojas- y viceversa Gy

Lo anterior muestra que la secuencia de a.a. y las propiedades de sus respectivas
cadenas laterales influyen en la formacién y estabilidad de las ESs. Aun asi, el contenido
y orden de a.a. en la secuencia de una proteina no aporta informacién suficiente para
determinar con precision sus distintas ESs. Por otro lado, no se tiene claro hasta qué
punto la secuencia de a.a. determina la longitud de las ESs al estabilizar sus regiones
amino y carboxilo. Asi mismo no se sabe qué factores intervienen en la modificacion del
tamafio de las ESs, ya que se ha observado que estas pueden variar entre proteinas
homologas. Debido a esto, no es posible determinar con total certeza el inicio y término
de una ES en la secuencia de a.a de una proteina, siendo esto uno de los problemas que
presentan los programas de prediccion de ESs.

Los primeros trabajos que analizaron la variacion estructural de proteinas en
relacién con la conservacion de la secuencia, no hallaron grandes diferencias entre las
hélices-o. y las hojas-B de proteinas homoélogas & ' '), Posteriormente se encontré que
entre proteinas lejanamente relacionadas variaban las longitudes de sus ESs, pero no
muestran diferencias entre hélices-o. y hojas-p ©*). Todos estos trabajos, posiblemente no
prestaron especial atencion al cambio de tamafio de las ESs debido al bajo numero de
estructuras de proteinas conocidas, lo cual limitaba el nimero de comparaciones. Por otro
lado, los estudios se enfocaron solamente en las regiones conservadas de las estructuras
3D, razdn por la cual no se analizaban las modificaciones de tamaifio de las ESs. En si, no
se hizo ningun anélisis detallado sobre la variacion de longitud de estas estructuras.



Otros trabajos mas recientes han evaluado la variacion en la longitud y el orden de
las ESs entre proteinas con una identidad (ID) menor de 30%, ;/ encontraron que se podia
diferenciar entre los distintos plegamientos de las proteinas ©®. También se han hecho
matrices de sustitucion de ESs que toman en consideracion sus longitudes, y se ha visto
que la longitud de la ES parece ser el principal factor que determina la sustitucién de una
hélice-o. 0 una hoja-B por un “coil” @V, Los anteriores trabajos muestran que es
importante conocer las diferencias en longitud de las ES entre proteinas, asi como la
estabilidad de sus regiones terminales.

Existen trabajos, en su mayoria tedricos, que han analizado la formacién y
crecimiento de ESs ®* » ) Haciendo uso de simulaciones mediante dinimicas
moleculares se hallo para el caso de las hélices-ot que existen diferencias entre las
terminaciones amino y carboxilo *?. Por un lado se vio que las hélices-o se despliegan
mas facilmente en su region carboxilo debido posiblemente a una menor estabilidad de
los puentes de hidrégeno en esta region. A diferencia de la regiéon amino, las cadenas
laterales de los a.a. cercanos a la terminacion carboxilo no forman facilmente puentes de
hidrégeno con los grupos C=0 dado que su orientacion los aleja @,

Todos estos trabajos muestran diferencias, en algunos casos contradictorias, sobre
la estabilidad y crecimiento de las hélices-o. y las hojas-B. Debido a lo anterior, se
requiere un andlisis a profundidad que analice si estas diferencias experimentales y
tedricas se conservan en los elementos estructurales de las proteinas conocidas. Asi
mismo, resulta necesario conocer qué caracteristicas (conservacion de secuencia, patrones
de hidropatia y de “capping”, accesibilidad al solvente, etc.) presentan las regiones
terminales de estas estructuras que pudieran afectar la modificacién de su tamafio. Las
diferencias de tamafio entre hélices-ot y hojas-B junto con las caracteristicas de sus
regiones terminales pueden ser importantes para las clasificaciones estructurales 0o 5
para los métodos de prediccion de ESs.

OBJETIVOS

Analizar las diferencias en modificacion del tamafio y conservacion de secuencia entre
hélices-o y hojas-f de proteinas homologas de diversas familias.

Analizar las regiones terminales de hélices-o. y hojas-p considerando las siguientes
propiedades: conservacién de secuencia medida mediante la entropia de Shannon,
patrones de hidropatia, patrones de capping, accesibilidad al solvente y polaridad de los
residuos en distintas posiciones de las ESs.

Realizar predicciones de ES para analizar la relacion entre el nivel de conservacion y el
nivel de prediccion correcta de las regiones terminales.

METODOS

Alineamientos estructurales.

Los alineamientos multiples se obtuvieron de dos bases de datos, Homstrad én y
PASS2 ©®). Estas bases de datos presentan alineamientos de secuencia con informacién
estructural codificada, es decir, los alineamientos se realizan con informacién sobre la
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estructura secundaria, contacto con el solvente y puentes de hidrégeno que presenta cada
a.a. Homstrad presenta alineamientos multiples de familias de proteinas con una
identidad (ID) de secuencia promedio de 30%. Se escogieron 141 alineamientos con un
minimo de 5 proteinas por alineamiento, para un total de 1236 proteinas. PASS2 presenta
alineamientos multiples de superfamilias de proteinas, donde ningun par de proteinas
tiene una ID de secuencia mayor al 25%, estas superfamilias se formaron en base a
similitud estructural y funcional. Se escogieron 110 alineamientos, con 375 proteinas.
Ambas bases de datos estan en concordancia con la clasificacién de SCOP ©,

Las proteinas de todos los alineamientos seleccionados se consideran el “Dataset”
total (Dt) del presente trabajo. El Dt esta conformado por proteinas globulares de todas
las clases estructurales y con una gran variedad de funciones. A partir de las proteinas del
Dt, se hizo un Dataset no redundante (Dnr). El Dnr se obtuvo usando el programa Cd-Hit
69 y se hizo de forma que ningln par de secuencias tuviera una ID >40%. El Dt consta de
un total de 1611 proteinas, mientras que el Dnr tiene 433 proteinas.

Comparacion de estructuras secundarias.

La relacién entre el cambio de secuencia y el cambio de tamafio de las hélices-a y
las hojas-B, se analizé6 usando todos los alineamientos multiples del Dt. Para cada
alineamiento multiple, se obtuvieron todos los posibles alineamientos sencillos. En cada
alineamiento sencillo se determiné la ID del alineamiento y se compararon las estructuras
secundarias alineadas para obtener un valor absoluto del cambio de tamafio para hélices-
oy hojas-B (Fig.1). El mismo analisis se realizé para las cuatro clases estructurales (All
Alpha, All Beta, AlphatBeta y Alpha/Beta) por separado. Las hélices 3y no se
incluyeron dentro de las hélices-c.

= O \ '
() =40 J 0 )
Secuencia i: ...CCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEECCCC...
Tit Tie Ti3
Secuencia j: ...CCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEECCCCCC...
Tt Ti2 Ti3
Valores absolutos VAijt = Tit - Tj | VAig =1 Tz~ Tiz | VAij3=1Ti3a~Tj3 |
de cada estructura:
Valor absoluto total del alineamiento : VAt = SUM (VAiN)

Fig. 1. Comparacion de estructuras secundarias equivalentes entre proteinas homélogas. Se muestra en un
alineamiento sencillo qué estructuras se comparan y cémo se obtiene el valor absoluto de cambio de tamario
de las estructuras secundarias del alineamiento. T= tamario de la estructura secundaria, i,j,= secuencias,
VA= valor absoluto del cambio de tamario.



La relacién entre el cambio de secuencia de las estructuras secundarias y el
cambio de secuencia del alineamiento, se realizé de la misma forma. En este caso, para
cada alineamiento sencillo se obtuvo la ID de secuencia de las hélices-ct y las hojas-B, asi
como la ID de todo el alineamiento. El mismo anélisis se realizo para las 4 clases
estructurales.

Analisis de las regiones terminales de las hélices-ot y las hojas-J3.

El andlisis de las regiones terminales se realizé con las proteinas del Dnr. Se
analizaron por separado las regiones amino (CH) y carboxilo (HC) de las hélices-ct y las
regiones amino (CB) y carboxilo (BC) hojas-p.

a) Patrones de hidropatia.

Al igual que en trabajos anteriores (" ***¥) los patrones hidropaticos analizados
consistieron en secuencias de cinco residuos polares (O) y/o no polares (@) sucesivos en
las ESs. El numero de patrones hidropaticos distintos que se pueden formar con
secuencias de 5 residuos sucesivos es de 2°, es decir 32 patrones. Inicialmente se
obtuvieron los patrones de hidropatia mas frecuentes para las hélices-c, las hojas-f3 y los
“coil”s. Los 32 patrones hidropaticos se clasificaron en 8 patrones tipicos para cada
estructura (hélices-at, hojas-B y “coil”s) y los 8 restantes se consideraron patrones
atipicos, es decir, que no se hallan de forma preferente en alguna estructura en particular.
Estas frecuencias fueron normalizadas de acuerdo al total de patrones hidropaticos
hallados en todas las proteinas.

Normalizacién de los patrones hidropéticos:  Log (Ei/ Tj)
donde E = estructura secundaria (H, B o C)

T = suma de estructuras secundarias (H;+B;+C;)

i = patrén hidropético (en total hay 32 distintos patrones)

Posteriormente se analizaron los patrones hidropaticos que presentan
preferentemente las regiones terminales de las hélices-ot y las hojas-B del Dnr. El anélisis
se hizo a lo largo de 10 a.a. en la regién terminal, que corresponden a 5 a.a. de la regién
“coil” y 5 de la ES (Fig.2). Asi, para cada region terminal se obtienen 6 patrones de
hidropatia que equivalen a 6 posiciones o “ventanas”, donde cada ventana corresponde a
una secuencia de 5 a.a. polares y/o no polares.

Considerando todas las regiones terminales de las proteinas del Dnr, se obtuvo en
cada ventana la frecuencia de los 32 patrones hidropaticos (2° patrones). Estos datos se
normalizaron con las frecuencias generales de cada ES del Dnr. Finalmente, en cada
ventana se obtuvo un valor de aparicion de patrones tipicos de hélice-o, hoja-B y “coil”,
para hacer esto, se sumaron las frecuencias normalizadas de los 8 patrones tipicos de cada
estructura y se obtuvo un promedio.

Se usaron dos distintos grupos de a.a. polares y no polares, ambos obtenidos de
anteriores trabajos que analizaron patrones hidropaticos en proteinas. El grupo A es
semejante al empleado por West y Hecht (1995) y tuvo la siguiente clasificacion,



Polares (O): R, K, H, Q, E, D, N. No Polares (@): L, V, M, I,. F.

La clasificacién del grupo B es semejante a la usada por Mandel-Gutfreund y Gregoret
(2002) y fue la siguiente,

Polares (O): S, T,R, K, H, Q, E,D,N. No Polares (®):A, G, W, P, L,V,M, I F.

Regién Amino Terminal Regidén Carboxilo Terminal
..CsC,C3C,C, E,E,E5E, Es ... . EsE4E3E,E CC,C5C,Cs

.OO0O @0 @@ OO @ O... «— Secuencia Hidropética

6 ventanas

m Ventana = patrén hidropatico
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Estos son los 6 patrones hidropaticos
de la regién terminal.

Fig.2. Obtencién de los patrones de hidropatia de cada region terminal. Se obtienen un total de 6 patrones
equivalentes a las 6 posibles ventanas de 5 residuos polares y/o no polares.

b) Conservacion de secuencia.
Se analiz6 la conservacion de secuencia de las regiones terminales de las proteinas
del Dnr. La conservacion se determind mediante la entropia de Shannon

H:-ZPilngpi

Con cada proteina del Dnr se hizo un “blast” tomando sélo aquellas proteinas con un
valor de expectativa (¢) de 1 x 10%°. Las proteinas obtenidas de cada “blast” se filtraron,
escogiendo sélo aquellas que tuvieran una ID >30% y se quitaron aquellas con una ID del
100% con respecto a la proteina con la que se realizé dicho “blast”. Aquellos “blast” que
tuvieran menos de 20 secuencias después del filtro fueron eliminados. Con las secuencias



restantes de cada “blast”, se realiz6 un alineamiento multiple con Clustalw “" quedando
un total de 256 alineamientos multiples. Se uso el alineamiento multiple para obtener la
frecuencia de cada a.a. (P;) en cada posicién. Con todos los valores de P;, se obtuvo el
valor de entropia de Shannon en cada posicién de las regiones terminales de las ES. El
valor de entropia de cada posicion se normalizé de acuerdo al valor de entropia promedio
de todas las posiciones del alineamiento. Cuando se encontraron menos de 20 a.a. no se
obtuvo el valor de entropia. Finalmente, para analizar la conservacion de secuencia se
contabilizé el nimero de veces que cada posicion tenia el valor de mayor y menor
entropia en cada regién terminal, para asi obtener, en cada posicidn la diferencia entre el
numero de veces que tuvo la mayor y la menor entropia.

Por otro lado se usaron los datos de las frecuencias de a.a. en las 10 posiciones de
las regiones terminales para determinar la polaridad general de cada posicion. La
frecuencia de cada a.a. en cada posicién fue multiplicada por el valor de hidrofobicidad
de Eisenberg de cada a.a. y fueron sumados para determinar el valor de polaridad de cada
posicion de las regiones terminales.

c) Patrones de “Capping”.

Los patrones de “capping” son de interés debido a que estabilizan las regiones
terminales, amino y carboxilo, de las hélices-o. mediante interacciones hidrofdbicas y
generando puentes de hidrégeno con los grupos C=0 y N-H de los a.a. en las regiones
terminales. Se buscaron los patrones de capping mas caracteristicos en las hélices-o
descritos anteriormente por Aurora y Rose (1998). La busqueda se basé en la
identificacion de las secuencias caracteristicas de cada patrén de capping, haciendo uso
de los grupos polares y no polares que emplean estos autores en su trabajo. Cabe
mencionar que a diferencia del trabajo de estos autores la H, K y R, siempre se
consideraron dentro del grupo de a.a. polares.

Polares (O): G,S, T,R, K, H, Q, E, D, N. Cualquier a.a. (*)
No Polares (@): A, W,P, LV, M, I, F. “B-Branched’(n): V, 1, T, P.

f-Branched : a.a. que presentan en el carbono B una ramificacién mas que los demas a.a.

Prediccion de estructuras secundarias.

Se realiz6 la prediccién de las ES de las proteinas del Dnr mediante el programa
PsiPred ®. Al programa se le impidié usar, durante la prediccién, la informacion
proveniente de estructuras de proteinas del Protein Data Bank (PDB) @9 Se analizod el
uso de patrones hidropaticos, 2) la accesibilidad al solvente y 3) las frecuencias de a.a.
con los valores de Eisenberg, en todas las posiciones de las regiones terminales de las
estructuras predichas. Posteriormente se analizaron independientemente las regiones
terminales predichas correcta e incorrectamente. Una prediccién correcta se obtiene
cuando la estructura predicha (H, B © C) en cada posicién de la regioén terminal, es
exactamente igual a la ES equivalente de la proteina de estructura conocida.
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Polares (O): G, S, T,R, K, H, Q,E, D, N. Cualquier a.a. (*)
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f-Branched : a.a. que presentan en el carbono B una ramificacién mas que los demas a.a.

Prediccion de estructuras secundarias.

Se realiz6 la prediccion de las ES de las proteinas del Dnr mediante el programa
PsiPred . Al programa se le impidié usar, durante la prediccion, la informacion
proveniente de estructuras de proteinas del Protein Data Bank (PDB) **. Se analiz6 1) el
uso de patrones hidropaticos, 2) la accesibilidad al solvente y 3) las frecuencias de a.a.
con los valores de Eisenberg, en todas las posiciones de las regiones terminales de las
estructuras predichas. Posteriormente se analizaron independientemente las regiones
terminales predichas correcta e incorrectamente. Una prediccién correcta se obtiene
cuando la estructura predicha (H, B o C) en cada posiciéon de la region terminal, es
exactamente igual a la ES equivalente de la proteina de estructura conocida.
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RESULTADOS
Comparacién de estructuras secundarias.

Al comparar el cambio de tamafio entre las ESs de proteinas homélogas, se
observa que al ir disminuyendo la ID de los alineamientos, las hélices-o tienen un mayor
cambio de tamafio que las hojas-B (Fig.3a). La misma tendencia se observa cuando se
agrupan las proteinas por clases estructurales, quedando la curva de las proteinas All
Alpha por arriba de las proteinas All Beta (Fig.3b). Debido a que las proteinas
Alpha/Beta y Alpha+Beta presentan ambos tipos de ESs era de esperarse que sus
respectivas curvas quedaran entre las curvas de las proteinas All Alpha y las All Beta.
Cabe mencionar que si se analiza el cambio de tamafio de las hélices-ot y las hojas-8
presentes en las proteinas Alpha/Beta y Alpha+Beta se observa el mismo resultado que en
la Fig. 3a.

CAMBIO DE TAMANO

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
PORCENTAJE DE IDENTIDAD DEL ALINEAMIENTO

Fig. 3. Relacién del cambio de 1amafto de hélices-ac y hojas-B con la identidad del alincamiento. A)
Diferencia entre hélices-o y hojas-B de todos los alineamientos. B) Diferencia del cambio de tamario de las
estructuras secundarias presentes en las proteinas de las distintas clases estructurales: 1. All Alpha, 2.
Alpha+Beta, 3. Alpha/Beta y 4. All Beta. En todos los casos se ajusté una curva de potencial. Cada punto
representa el promedio en un intervalo de 5% en la identidad del alineamiento.



Las hélices-¢ tienden a formar estructuras mas grandes (en numero de a.a.) que
las hojas-B, razén por la cual podrian cambiar de tamafio en mayor magnitud. Para
averiguar lo anterior, se realizd el mismo anlisis (cambio de tamafio vs. ID) comparando
unicamente aquellas estructuras que tuvieran tamarios dentro de un intervalo especifico.
Se hallé que no importa el intervalo de tamafio que se escoja, siempre las hélices-a
cambian en mayor medida que las hojas-B (Fig.4). Lo anterior muestra que el mayor
cambio de tamafio de las hélices-o. no es producto de que formen estructuras con un
mayor numero de a.a.
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Fig. 4, Comparacién del cambio de tamaiio contra la identidad del alineamiento para hélices-ot y hojas-B de
distintos intervalos de tamaio de hasta 10 residuos: 4 a 13, 52 14, 6 a 15, 7a 16,y 8 a 17. Sélo se
comparaban las estructuras que estuvieran en un mismo intervalo de tamafio. Estos 5 intervalos se
analizaron en ambas estructuras secundarias y se agrupan los de las hélices-a arriba y los de las hojas-8
abajo. Cabe mencionar que se analizaron otros intervalos méas pequeiios y mas grandes que 10 residuos y
siempre se hallé el mismo resultado. En todos los casos se ajusté una curva de potencial.

En el trabajo de Flores T, et al.(1993), quienes analizaron 90 pares de proteinas
homélogas, se menciona que la conservacién de secuencia de tas ESs es igual entre
hélices-at y hojas-B. En nuestro caso, al comparar la reJacion entre la ID de secuencia de
las ESs y la ID de secuencia del alineamiento, se observa una mayor conservacion de
secuencia en las hojas- (Fig.S). Se ejemplifica claramente que al empezar a divergir las
proteinas, las hojas- mantienen una mayor conservacién de secuencia que las hélices-c.



Al ir disminuyendo la ID del alineamiento, la conservacién de secuencia de las hélices-o
decae mas rapido que el de las hojas-B. Estos resultados muestran que el mayor cambio
de tamafio de las hélices-o¢ va a acompafando de una menor conservacién de su
secuencia, mientras que para las hojas-B sucede lo contrario.
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Fig. 5. Relacién entre la identidad de secuencia de las hélices-a y las hojas-B conwa la identidad del
alineamiento. En la grafica central se ajustaron curvas polinomiales de 2° grado y en las gréficas superior
izquierda e inferior derecha se ajustaron rectas de modo que fuera notoria ia diferencia entre los datos de las
hélices-o y las hojas-f desde el inicio al final de los valores del porcentaje de identidad del alineamiento.

En el presente trabajo no se consideraron a las hélices 3, como parte de las
hélices-ct. En trabajos previos se ha mencionado que las hélices 3¢, son estructuras de
transicién entre el estado “coil” y las hélices-o. ®?. Aun considerando las hélices 310
como parte de las hélices-or, no se observan cambios en los anteriores resultados (datos
no mostrados). Esto se debe en gran medida a que en los alineamientos estructurales de
las familias, cuando aparece una hélice 3o, se encuentra conservada en la misma posicién
en la mayoria de las proteinas de 1a familia. Por otro lado, es importante resaltar que la ID
de cada par de proteinas comparadas en los anteriores andlisis, se obtuvo a partir del
alineamiento estructural. Si se alinean las mismas secuencias con ClustalW “D y se
realiza el mismo anélisis, el resultado final es el mismo. Por lo tanto, la diferencia entre
hélices-a y hojas-3, no se debe a un efecto de los alineamientos estructurales.



Analisis de regiones terminales.

El andlisis de cambio de tamafio vs. ID, se repitié considerando cada region
terminal de Jas hélices-ou y de las hojas-B por separado. Como se muestra en la Fig.6,
ambas regiones terminales de Jas hélices-oo (CH y HC) cambian en igual magnitud, y
ademds cambian en mayor medida que las regiones terminales de las hojas- (CB y BC).
Cabe mencionar que si bien las dos regtones de las hélices-o cambian en igual magnitud,
el mimero de veces que cada una cambia varia en la siguiente proporcion, CH=43.5 %y
HC = 56.5%, en el caso de las hojas-B sus dos regiones cambian préacticamente el mismo
nimero de veces (CB = 50.2% y BC = 49.8%). Este mismo andlisis se realizé por
separado para las regiones terminales con y sin accesibilidad al solvente y se obtuvo el
mismo resultado. Por consiguiente, con el fin de establecer si el cambio de tamafio se
debia a una meunor estabilidad evolutiva producto de una menor conservacién de distintas
propiedades de la secuencia de a.a., se analizaron las caracteristicas de las regiones
terminales de ambas ESs. Estas caracteristicas fueron los patrones de hidropatia, la
conservacién de secuencia, el uso de a.a. (solubilidad y accesibilidad al solvente) y
patrones de capping. En este sentido, una menor estabilidad evolutiva significa que en la
region terminal se halla una conservacidn de secuencia baja y aparecen patrones que no
favorecen Ja formacién de la ES. Los siguientes resultados se obtuvieron con el dataset no
redundante (Dnr).
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Fig. 6. Relacion del cambio de tamafio de las regiones terminales de hélices-ot y hojas-3 contra el
porcentaje de identidad del alineamiento. 1. Regién CH, 2. Regién HC, 3. Regién CB y 4. Regién BC.
Cada punto representa el promedio en un intervalo de 5% en la identidad del alineamiento.



a) Patrones de hidropatia.

El primer paso consistié en obtener las frecuencias de los patrones de hidropatia
de las hélices-a, las hojas-8 y las regiones “coil” (ver métodos). Las frecuencias de los
patrones de hidropatia (tabla 1) no difieren mucho entre el grupo A y el grupo B de a.a.
polares (O) y no polares (@). En el grupo A, los patrones hidropaticos de las hélices-ct
son muy parecidos a los reportados !'”. Para el caso de los patrones de las hojas-B del
grupo A, los que se encontraron entre los primeros 7 lugares de preferencia son muy
diferentes, en este caso los patrones hallados son por lo general mas no polares en
comparacion con los reportados previamente.

Tabla 1. Patrones de Hidropatia caracteristicos de cada estructura para ambos grupos (A 'y
B) de a.a. polares (O) y no polares (@). En gris se muestran aquellos patrones diferentes
entre el grupo A y B para cada estructura.
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Para el caso del grupo B, los 7 primeros patrones hidropaticos de las hojas-8 son
practicamente los mismos y los primeros 3 de las hélices-0t son los mismos a los
reportados por otros autores ©*". Cabe mencionar que estos autores encuentran diferencias
entre el uso de patrones de hojas-B paralelas y antiparalelas. Nuestros resultados se
asemejan mas a los patrones usados por hojas-f paralelas, las cuales se caracterizan por
estar en el core de las proteinas, aun asi se hallan patrones tipicos de hojas antiparalelas.

Debido a lo anterior, los patrones hallados en las hojas-§ para ambos grupos (A y B) son
marcadamente no polares.

Los resultados con ambos grupos polares (A y B) son semejantes en gran medida
porque se realizd una normalizaciéon de los resuliados (ver métodos). Lo anterior es
importante porque entre los trabajos de Mandel-Guifreund y Gregoret (2002) y West y
Hecht (1995), los resultados difieren en gran medida por las diferencias de los grupos A 'y
B. En nuestro caso, nos interesaba conocer aquellos patrones especificos usados por cada
estructura y que al mismo tiempo no usan las demas estructuras, por esta razén se realizo
la normalizacién, la cual por otro lado trajo como consecuencia que nuestros resultados
con ambos grupos fueran similares entre si, sin importar las diferencias de agrupacidn de
a.a. polares y no polares. Por otro lado, la normalizacién es necesaria debido a la
diferencia entre ¢l nimero de hélices-ot y hojas-§ y por la diferencia entre la Jongitud de
ambas estructuras que provoca que haya un mayor niimero de patrones para las hélices-o..

Posteriormente, se analizaron los patrones que aparecen mas frecuentemente en
las regiones terminales de ambas estructuras secundarias. La tabla 2 muestra que existe
una mayor tendencia en las hojas-B a presentar patrones tipicos de las hojas cerca del fin
de su estructura y patrones tipicos de “coil” lejos de esta zona (CB y BC es igual esta
tendencia). Para las hélices-o¢ en cambio, se hallan patrones tipicos de “coil” muy cerca
de las regiones terminales de las hélices-o, siendo la regién CH, mas propensa a este
fendmeno. Lo anterior puede ser un indicio que las hojas- tienden a ser menos propensas
a cambiar su longitud, lo contrario se espera en las hélices-¢, sobre todo en la region CH.
Los mismos resultados se observan con ambos grupos hidropaticos (A y B), aunque por
lo general se obtienen mas casos para el grupo B por tener més a.a. catalogados como
polares y no polares (ver métodos).



Tabla 2.
En cada ventana (columna) se muestra e! promedio de las frecuencias de los 8 patrones caracteristicos de cada estructura (H, B, C y *,
este Gltimo representa los patrones no caracteristicos de ninguna estructura). Las casillas sombreadas son las que tuvieron el mayor
valor por ventana ¢ indican que los patrones hidropéticos de esa estructura (H, B, C o *) aparecen en esa ventana de forma preferente.
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b) Conservacién de secuencia.

Los valores de entropia para las distintas posiciones de las regiones terminales,
son claramente distintos entre las hélices-ot y las hojas-B (Fig. 7). En el caso de ambas
regiones terminales de las hojas-B, las posiciones més conservadas son por lo comun las
de hojas-B y las menos conservadas son las posiciones de “coil”. Para el caso de las
hélices-o, en la region CH las posiciones menos conservadas son por lo comin las de
hélice-ot y las mas conservadas las de “coil”. La region HC de las hélices-o. muestra una
gran variacién de la conservacion en las distintas posiciones. Lo anterior muestra, a} igual
que los patrones hidropaticos, que las regiones terminales de las hojas-B serian menos
propensas a cambiar de tamario, mientras que las regiones terminales de las hélices-¢, en
especial la regién CH, cambiaria mas facilmente de tamario.
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Fig.7. Conservacién de secuencia en las distintas posiciones de las regiones terminales de las hélices-o y
las hojas-. Cada barra representa la diferencia enire el niimero de veces que en esa posicién aparecié el
mayor y el valor menor de entropia de todas las regiones terminales.



Las frecuencias de a.a. en las fronteras (tabla 3), muestran las preferencias de
determinados a.a. para hélices-o, y para hojas-f3. Por lo general, se observa que los a.a.
caracteristicos de hélices-ct, hojas-B y “coil”, aparecen preferentemente en estas regiones.
Frecuencias obtenidas en otros trabajos muestran estas mismas caracteristicas, lo cual es
upa muestra de Ja representatividad de Dnr. Por otro lado los valores de hidrofobicidad de
Eisenberg relacionados con estas frecuencias de a.a. en cada posicién (Fig.8) muestran
que las regiones terminales de las hojas-§ son marcadamente no polares en todas sus
posiciones y polares en las posiciones de “coil”, En cambio las regiones terminales de las
hélices-or presentan una alternancia de posiciones polares y no polares que guarda
relacidn con la disposicién de a.a. polares y no polares de las hélices anfipéticas. Cabe
mencionar que los valores de hidrofobicidad de Eisenberg asociados a las frecuencias de
a.a., son un mejor indicador de la polaridad de la posicion, puesto que se toman en cuenta
las frecuencias de todos los a.a. de cada posicién. Si se considerara tnicamente la
polaridad del a.a. mas frecuente se obtendria una distribucién de polaridades en las

posiciones, que no guardaria relacion con los patrones de hidropatia y de capping (ver
ma4s adelante).



TABLA 3a.

Frecuencias de aminoacidos en las regiones terminales de las hélices-o. El sombreado muestra el residuo con la frecuencia mas alta.
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1.48
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1.02
1.19
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0.57
1.08
1.59
1.04
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TABLA 3b.

Frecuencias de aminodcidos en las regiones terminales de las hojas-f3. El sombreado muestra el residuo con la frecuencia mds alta.
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0.48
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Fig. 8. Polaridad en las posiciones de las regiones terminales de hélices-a y hojas-. Los valores se
obtuvieron multiplicando las frecuencias de ta tabla 3 por los valores de hidrofobicidad de Eisenberg y
sumando para cada posicién los valores de todos los a.a. Las curvas son las polinomiales que mejor se
ajustaron a los datos.

¢) Patrones de “Capping”.

Los patrones de capping se caracterizan por estabilizar las regiones terminales de
las hélices-o, al formar interacciones hidrofobicas y puentes de hidrégeno con los grupos
N-H y C=0 libres de dichas regiones terminales. Estos patrones, descritos previamente
por Aurora et al. (1998), son distintos entre las dos regiones CH y HC, debido
principalmente a la orientacién de las cadenas laterales en la hélice.
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Tabla 4. Patrones de Capping de las dos regiones terminales de las hélices-a segin
Aurora, et al (1998). La zona sombreada representa los a.a. que se encuentran dentro de
las hélices-0.. Se muestran los resultados para los dos datasets. Total = numero de
regiones terminales en las cuales se podia hallar cada patrén. Casos = numero de patrones

hallados.

Patrén de capping

®. %O x@x
®-x0%x0®

0O0-%x0 %k @k
| JOFS JOR. JAOX |

@00-*xOkXeX
@00-*0%x0®

C4 C] Cg - C;H| HzH)HJ

Patrén de capping

X0 %x-G®
@XX%k-GOX*@®
OXX*-GOXx0O@®

®0
* %
oo
* XX

-nX @
-nk0 @

[ ]
*
¥*

-PO %X @
*-POXxO@®

*

*

H3H2H|C| .CIC_\C4C$C6

Region CH :
Dt
Total Casos
4246 392
4246 366
3546 147
3546 116
2891 4]
2891 17
Regiéon HC :
Dt
Total Casos
3868 219
2330 48
1783 13
3868 385
2330 165
2330 19
1783 6

Dnr
Total Casos
1939 196
1939 165
1596 58
1596 51
1304 26
1304 8
Dsar
Total Casos
1784 102
1059 22
805 7
1408 179
1059 75
1059 7
805 3
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La frecuencia de los patrones de capping en las hélices-o,, muestra que ciertos
patrones tienden a aparecer mas que otros (tabla 4). Para ¢l caso de los patrones de
capping caracteristicos de la regién CH, aquellos que exigen que haya un a.a. polar (Hs)
antes del a.a. hidrofébico (H,) dentro de la hélice-o (@-%O*k 0@, @O-%¥O*kO@® y
@O0O-x0O%k0O®), con ¢] cual se mantiene la interaccién hidréfobica, presentan menos
casos que los patrones que exigen un a.a. no polar en la posicién H; (@-kO %@ %, @0O-
*XOX@%k y €00-kO%k@®%). Por lo general los patrones pequefios son los que
presentan mas casos. Cabe resaltar, que las frecuencias de a.a. asociadas a los valores de
hidrofobicidad de Eisenberg (Fig.8) muestran que la posicion Hy; y Hy son
preferentemente polar y no polar respectivamente, por lo cual se esperaria que la
secuencia -k OXO® se viera favorecida, {o cual no sucede. Por otro lado los patrones
de hidropatia en esta regién (CHHHH y HHHHH) muestran asi mismo una preferencia
por la secuencia -kO % O®, en si, no existe ningiin patrén hidropatico tipico de hélices
que favorezca la secuencia - O > @>. En general los patrones de hidropatia reafirman
lo hallado en las frecuencias, que las posiciones C; y Hs son preferentemente no polares y
la posicion Hj es preferentemente polar. Por otro lado existen otras posiciones Cy y Ha
que son claramente polares, aunque en los patrones de capping no se exige una polaridad
especifica. El hecho de que estas posiciones sean polares, puede deberse a que los
patrones de polaridad de la estructura de una hélice-a anfipatica asi lo exigen.

En la regién HC, se observa que los patrones que exigen la presencia de glicina o
de prolina en la posicién C; presentan pocos casos a excepciéon de @kO* - G@. Los
patrones que exigen la presencia de 'n” en la posiciéon C;, son los que aparecen
mayoritariamente. Cabe mencionar que para el total de hélices-o. del Dnr, los patrones de
capping aparecen en el 26% de las hélices-0. en la regién CH y un el 22% en la regién
HC. Los mismos resultados se observan en Dt y Dnr.

La posicién C; de la regién HC es muy interesante. Los a.a. mas frecuentes son
claramente polares, los Unicos no polares son G y P, lo cual cumple con el requisito de
algunos patrones de capping. Para el caso de los patrones de capping que exigen P en C;
se hallaron muy pocos casos. A este respecto, en el trabajo de Aurora R, 1998. se muestra
que este 1ipo de capping podria requerir la presencia de hélices 3;9. Aun cuando se repitid
el andlisis tomando en cuenta las hélices 3,y como parte de las hélices-0, no se
encontraron mas patrones de capping con prolina. El caso de los patrones con 'n’ se ve
favorecido porque los a.a. P, I, V y T son los menos frecuentes en dicha posicién. En los
casos en que se exige que el a.a. sea no polar en las posiciones C;, C3 y Ca, aparecerian
preferentemente G y P.

Prediccién de Estructuras Secundarias.

Se obtuvieron predicciones de ES para un total de 410 proteinas del Dnr
utilizando el programa PsiPred ®”. Se analizaron las frecuencias de a.a. asociadas a los
valores de Eisenberg, asi mismo se analizé el uso de patrones hidropéticos en las regiones
terminales de las ESs predichas correcta e incorrectamente.

24



Los resultados de los valores de Eisenberg no muestran diferencias importantes
entre las regiones terminales de las estructuras predichas y las del Dnr, ni entre las
estructuras predichas correcta e incorrectamente. Asi mismo, el uso de patrones
hidropaticos no muestra grandes diferencias entre los distintos casos considerados. Las
semejanzas entre el Dnr y los resultados de las predicciones contrastan con los niveles de
exactitud en la prediccién para las regiones terminales. Sobresale la region CH de las
hélices-o. donde el nivel de prediccidon correcta es el mayor (60%), mientras que la regién
HC tiene el valor mas bajo (32%). Para el caso de las regiones terminales de las hojas-f3,
el nivel de prediccidon es igual (42%). Al analizar los valores de “confianza” de la
prediccién que genera PsiPred se observa la misma tendencia: la regién CH de las
hélices-a presenta en general Jos valores de confianza més altos comparados con las otras
regiones terminales, mientras que la region HC presenta los valores més bajos. Lo
anterior se cumple tanto en las regiones terminales predichas correctamente como
incorrectamente. Finalmente, en todos los casos, la ultima posicion de la ES y la primer
de “coil” de todas las regiones terminales, siempre tuvieron los valores de confianza més
bajos.

DISCUSION
Comparacién de Estructuras Secundarias.

En el presente trabajo se muestra de una forma sencilla, que la vanacién de
tamafio de las hélices-a es mayor que en las hojas-f entre proteinas homoélogas. Lo
anterior no habia sido evaluado a profundidad, por no haber comparado un elevado
numero de proteinas homdlogas de distintas familias. Asi mismo, en anteriores trabajos
{9 al analizar la variacién de Ja ID de las ESs, no se hallé diferencia entre las hélices-ol y
las hojas-B. En nuestro caso, si existe una clara diferencia que concuerda con los
resultados del cambio de tamafio (Fig. 3), y resalta mejor el proceso en el que las hélices-
o van siendo mas propensas a variar que las hojas- al ir aumentando la divergencia entre
proteinas homologas. Aun cuando este resultado puede parecer bastante intuitivo,
sobretodo para investigadores relacionados con las estructuras de proteinas, estas
diferencias de tamafio entre hélices-ct y hojas-B pueden ser importantes para las
clasificaciones estructurales “® y para los métodos de prediccién de ESs. Debido a lo
anterior, se decidi6 analizar detalladamente las caracteristicas de las regiones terminales
de las hélices-0t y las hojas-B y ver que relacién guardan con la efectividad de la
. prediccidn de estas ES. En la tabla 5 se muestran resumidas las caracteristicas analizadas
de las hélices-at y 1as hojas-f, y de sus respectivas regiones terminales.
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Tabla 5. Caracteristicas de hélices y hojas-B, y de sus regiones terminales. La columna

del lado izquierdo muestra las caracteristicas analizadas en el presente trabajo.

HELICES - a
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Caracteristicas de las Regiones Terminales de Hélices-0Ly Hojas-f.

I Estabilidad de regiones terminales.

Anteriormente, mediante dindmicas moleculares, se analiz6 la estabilidad de las
hélices-a y las hojas-B. Dicha estabilidad fue medida por la tendencia de las regiones
terminales a desplegarse debido a la pérdida de puentes de hidrégeno intracatenarios @2
5.2 En el presente trabajo, la estabilidad se relaciona con 1) la presencia de patrones
hidropéticos tipicos de hélices-ot y hojas-f en las regiones terminales, 2) con la
conservacion de secuencia en estas regiones y 3) con la presencia de patrones de capping
en las hélices. Todas estas caracteristicas de las regiones terminales se relacionan con el
cambio de tamafio de las ESs por tener un efecto local (interacciones cercanas). Por lo
anterior, una ES que presente patrones favorables y una alta conservacion en sus regiones
terminales, se puede considerar que presenta una mayor estabilidad evolutiva y por ende
€S menos propensa a cambiar de tamafio.

Cabe mencionar que la presencia de un patrén favorable para una ES no asegura
su formacién, ya que en muchos casos depende de interacciones con otras regiones de la
estructura de la proteina que se encuentran lejanas en secuencia. En este sentido, la
polaridad de los a.a. tiene un claro efecto en la interaccidn con otras partes de la proteina
B3y con el solvente. Por esta razén, los patrones hidropéticos analizados son indicativos
de la interaccién de las regiones terminales con otras regiones lejanas en secuencia.
Finalmente, aun cuando no se consideraron todas las interacciones lejanas, los resultados
muestran que las diferencias halladas entre las regiones terminales de hélices-o y hojas-{3
concuerdan con sus diferencias en el cambio de tamafio.

II. Diferencias entre regiones terminales.

Las frecuencias de aminodcidos en las distintas posiciones de las regiones terminales
(tabla 3) no muestran grandes diferencias con las reportadas anteriormente 42 Cabe
mencionar que la presencia de la prolina en la posicion H; de la regién CH de las hélices-
o. ya ha sido descrita “? y se menciona que es favorecida debido a que sus dngulos phi 'y
psi no afectan el inicio de la hélice-o.. Ademas, al presentar el anillo pirrolidinico, evita la
necesidad de satisfacer puentes de hidrogeno en esta region por lo que estabiliza la regién
terminal. En cierta medida se puede considerar que la presencia de la prolina en esta
posicién desempefia el mismo papel de los patrones de capping.

Los patrones de capping (tabla 4) que tienen mas casos en ambas regiones terminales
de las hélices-ou se ven favorecidos por las preferencias de polaridad en cada posicion
(Fig. 8). Aun asi existen posiciones con una marcada polaridad, lo cual resulta indiferente
al proceso de capping. Esto se debe a que la estructura del capping sélo requiere de
interacciones hidrofébicas especificas entre a.a. a determinadas distancias *%. Los a.a. en
otras posiciones estarian en tal caso involucrados en interacciones con el solvente u otras
regiones de la proteina.

En el caso especifico de los patrones de hidropatia (Tabla 2) y los valores de
entropia (Fig. 7), se muestra que las hojas-p tienen regiones terminales mas estables o
menos propensas a modificar su tamafio, en comparaciéon con las hélices-o. En las
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hélices-a, la region CH muestra una menor estabilidad en comparacion con la region HC.
Esto tltimo también se encontrd con los valores de entropia en estas regiones. Lo anterior
muestra que al nivel de secuencia de a.a., hay una mayor estabilidad en las hojas-3 que en
las hélices-o.. Por otro lado, dindmicas moleculares y trabajos experimentales (22, 23, 24, 25,
2" han hallado que la region HC de las hélices-o es més propensa a desplegarse que la
region CH, y nuestros resultados muestran que la region HC cambia un mayor nimero de
veces, lo cual estd en concordancia con las dindmicas moleculares. Por otro lado, si los
resultados de las dinamicas moleculares son correctos, resulta interesante encontrar que
justamente la region HC que es mas propensa a desplegarse, presenta una mayor
conservacion de secuencia y de uso de patrones hidropaticos tipicos de hélices-a. Podria
suponerse que a esta tendencia de desplegarse se le contrapone una mayor conservacion.
Finalmente, se ha mencionado que las hélices-o presentan diferentes tendencias a crecer
en sus regiones terminales debido a los diferentes ambientes quimicos entre CH y HC @,
Nuestros resultados muestran que ambas regiones terminales en las hélices-o. cambian
igual de tamaflo (Fig. 6), de no existir algin sesgo por la forma en que se realizd el
analisis (alineamientos estructurales, ver métodos), pareceria que las diferencias en
conservacion entre CH y HC se contraponen a la tendencia a desplegarse de estas
regiones, con lo cual se evitaria que alguna regién terminal presente en promedio un
mayor cambio de tamafio.

Il Patrones de hidropatia en ES.

Los patrones de hidropatia mas frecuentes de hélices-c, hojas-B y “coil” muestran
tendencias interesantes (tabla 1). En el trabajo de West y Hecht (1995), se menciona que
los 7 patrones ideales para la formacion de hélices-o surgen de analizar la distribucién de
a.a. en una hélice anfipatica ideal (CO@O0OO@OOOOO@®®). En el presente
trabajo, analizamos los patrones mdas frecuentes de hélices-a, y se encontré que no
solamente permiten formar estas hélices-ot anfipaticas, sino que ademds permiten la
formacién de una hélice-o anfipatica con un cardcter méas hidrofobico (Fig. 9a). Si
tnicamente consideramos los patrones més usados por las hélices-ot y al mismo tiempo
no usados por otras estructuras, se pueden formar estos dos tipos de hélices anfipéticas; si
se quisiera hacer una hélice-o con una superficie mas hidrofilica o mas hidrofébica que
aquellas que se muestran en la Fig. 9a, se requeriria usar patrones caracteristicos de hojas-
B y “coil”s. Lo anterior muestra que las hélices-ou anfipaticas, dependiendo de la
estructura de la proteina y su secuencia, podrian estar en mas o menos contacto con el
solvente y el core de la proteina.
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Fig. 9. Secuencias generables con los patrones hidropaticos mas frecuentes de cada estructura. En las
hélices-0u se muestra en una representacion circular la posicion de los residuos polares y no polares.

En el caso de las hojas-f3, los patrones mas frecuentes permiten formar secuencias
que van desde hojas completamente hidrofobicas, tipicas de hojas-B3 paralelas ®9 hojas-B
hidrofébicas con a.a. polares en los extremos y secuencias alternantes de a.a. polares y no
polares, tipicas de hojas-f antiparalelas y extremos de hojas paralelas (Fig. 9).
Exactamente lo contrario sucede para las regiones “coil”, donde se pueden formar
secuencias completamente polares, con a.a. no polares en los extremos, hasta secuencias
binarias alternantes (Fig. 9). Lo anterior muestra que los patrones hallados como mas
frecuentes, efectivamente responden a las caracteristicas propias de las estructuras
secundarias ('”. Por lo tanto las diferencias halladas en el uso de estos patrones en las
fronteras de hélices-ot y hojas-B, pueden ser de importancia para el disefio y prediccion de
estas regiones.

En trabajos previos se ha mencionado que el disefio de proteinas no sélo requiere
que la secuencia favorezca la formacion de la estructura secundaria deseada (disefio
positivo), ademas debe desfavorecer estructuras alternativas (disefio negativo) DA este
respecto cabe mencionar que anteriormente no se habian analizado las preferencias en el
uso de patrones hidropaticos para las regiones “coil”. En el presente trabajo se muestra
que hay patrones que aparecen preferentemente en el estado “coil” y no en las hélices-o. y
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En el caso de las hojas-P, los patrones més frecuentes permiten formar secuencias
que van desde hojas completamente hidrofdbicas, tipicas de hojas-p paralelas G hojas-B
hidrofébicas con a.a. polares en los extremos y secuencias alternantes de a.a. polares y no
polares, tipicas de hojas-B antiparalelas y extremos de hojas paralelas (Fig. 9).
Exactamente lo contrario sucede para las regiones “coil”, donde se pueden formar
secuencias completamente polares, con a.a. no polares en los extremos, hasta secuencias
binarias alternantes (Fig. 9). Lo anterior muestra que los patrones hallados como mas
frecuentes, efectivamente responden a las caracteristicas propias de las estructuras
secundarias 7. Por lo tanto las diferencias halladas en el uso de estos patrones en las

fronteras de hélices-ot y hojas-f3, pueden ser de importancia para el disefio y prediccion de
estas regiones.

En trabajos previos se ha mencionado que el disefio de proteinas no sélo requiere
que la secuencia favorezca la formacion de la estructura secundaria deseada (disefio
positivo), ademas debe desfavorecer estructuras alternativas (disefio negativo) (7 A este
respecto cabe mencionar que anteriormente no se habian analizado las preferencias en el
uso de patrones hidropaticos para las regiones “coil”. En el presente trabajo se muestra
que hay patrones que aparecen preferentemente en el estado “coil” y no en las hélices-ot y
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las hojas-B. Asi mismo, los resultados sobre las regiones terminales pueden ser de
utilidad para estos fines.

Finalmente, cabe mencionar que los patrones hidropaticos tienden a modificarse
de forma distinta. Los patrones mas caracteristicos de las hojas-f y “coil”, al cambiar un
a.a de una polaridad a otra en cualquiera de sus 5 posiciones, dan origen a un patrdn
hidropético que favorece la misma estructura. Las hélices-o por el contrario dan origen
principalmente a patrones que no favorecen ninguna estructura en particular. Lo anterior
también es indicio de una mayor susceptibilidad de la hélices-o a cambiar de tamarfio,
aunque hay que repetirlo, en este trabajo no se estdn tomando en cuenta las interacciones
lejanas que pueden estabilizar una region de la cadena polipeptidica favoreciendo la
presencia de una estructura como hélice-o. aun cuando la secuencia de aminodcidos no
favorezca esta estructura.

IV. Prediccién y estabilidad de regiones terminales.

Los anteriores resultados de las regiones terminales de ambas ESs, mostraron
claras diferencias entre estas y en el caso de las hélices-ct diferencias entre sus regiones
CH y HC. Debido a lo anterior se esperaba asi mismo que hubiera una diferencia en los
niveles de prediccion en estas regiones. Se sabe que los niveles de prediccién, con
distintos métodos, son mejores para hélices-o. que para hojas-B y regiones “coil” **, pero
no se tenia tan claro como variaban las predicciones en las distintas regiones terminales.
Para sorpresa nuestra, la region CH, que mostro ser poco estable por su baja conservacion
y uso de patrones hidropaticos, resultd tener los mejores niveles de prediccidn, aun por
arriba de las hojas-f.

Al principio del presente trabajo se encontr6é que ambas regiones terminales de las
hélices-oe cambian de tamafio en la misma magnitud, aunque el nimero de casos es mayor
para la region HC. La prediccion de ESs muestra que esta region tiene los valores de
prediccion mas bajos, asi mismo como se menciond anteriormente es la regién donde se
ha hallado, mediante simulaciones, que se despliega mas facilmente la estructura de
hélices. Por otro lado la region HC de tas hélices-o. es asi mismo la region con mas bajos
niveles de confianza en la predicciéon. Dado que el método empleado en el presente
trabajo forma parte de los métodos que dan mejores predicciones, este resultado nos
parece muy interesante.

La mayoria de estos métodos emplea informacién evolutiva 28 (al igual que
nuestro andlisis de las diferentes usos de patrones y conservacion) y algunos, como el
caso de PSIPRED, se basan en métodos de redes neurales “”. A este respecto cabe
mencionar que se ha observado que esta metodologia puede provocar bajos niveles de
prediccidn en las hojas-B debido al intervalo de a.a. tomados en cuenta en cada paso de la
prediccidn. Un intervalo de entre 15-25 residuos podra contener dos hebras de una hoja
solo si estas son adyacentes y tienen tamafios entre 5 y 6 residuos. Es por esta razén que
hebras mas grandes tienen bajos niveles de prediccién y por ende sus regiones terminales
pueden no estar bien predichas. Aun asi, no parece haber alguna razén para la baja
prediccion en la region HC de hélices-a y la alta predicciéon en la CH a menos que se
deba a sefial evolutiva, la cual no identificamos claramente con la metodologia empleada
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en este trabajo. Una posibilidad se halla en las posiciones polares y no polares (Fig. 8), ya
que la region CH muestra posiciones de muy alta y muy baja polaridad en comparacion
con la region HC.

Modificacién de Tamaiio de Hélices-ct'y Hojas-J.

Una posible razén por la cual las hélices-o cambian mas de tamafio es que
aquellas hélices-o exteriores a la estructura 3D (que son la mayoria) presentan la
tendencia de tener un nimero entero de vueltas . Cuando la secuencia de a.a. no
favorece la formacion de hélices-a en la region terminal, el cambio de tamaifio es de por
lo menos 3 residuos (una vuelta de la hélice), ya que cuando cambia la secuencia y no
existen las condiciones adecuadas para que permanezca la conformacién de hélice-o en la
region terminal, es preferible sacrificar otros aminoacidos mas de la estructura. Lo
anterior se debe a que es preferible tener un mejor contacto, por parte de la hélice-ct, con
el core de la proteina **. De esta forma se logra que la nueva region terminal interactie
mejor con el solvente. Al mismo tiempo, es una posible razon del porque ambas regiones
terminales cambian de tamafio en la misma magnitud.

Empleando la misma idea de interacciones con el solvente y otras regiones de la
proteina, es posible explicar porque aparecen patrones hidropaticos tipo “coil” en las
regiones terminales de las hélices-o.. Aumn cuando el patrén sea tipico de “coil”, se podria
forma una hélice-a, siempre y cuando pueda tener contactos adecuados con el core y con
el solvente, es decir que existan interacciones hidrofobicas adecuadas y que permanezca
una cara polar para interactuar con el solvente. Este razonamiento implica que la
estabilidad (producto de la conservacion de secuencia y uso de patrones) depende en
parte del ambiente fisicoquimico en el cual se encuentra la regién terminal. La variacion
de la conservacién y de patrones hallados en las hélices-o. en comparacion con las hojas-
B es muestra de que sus regiones ternzinales se enfrentan a una mayor diversidad de
ambientes fisicoquimicos e interacciones con la proteina y el solvente.

Para el caso de las hojas-f3 es razonable pensar que las hebras externas son mas
susceptibles a cambiar de longitud sin abterar a las otras hebras internas de la hoja-B. Por
otro lado las hebras internas tienen mas restricciones estructurales para cambiar puesto
que estan estabilizadas por puentes de hidrogeno en ambos lados. Debido a lo anterior, €l
cambio de secuencia en una hebra podria no tener efecto alguno en la estructura de la

hoja-B. Ademas, los resultados del presente trabajo muestran que las hojas-B presentan
fronteras mas estables.

Las cadenas laterales tienen un efecto diferente dependiendo si se encuentran en
hojas-B o en hélices-o. '’ Esto se debe a que la conformacion de sus rétameros, impone
una baja restriccion estérica en las hojas-3, debido a que la conformacién es, al igual que
el estado “coil”, una conformacién extendida y flexible “®. En cambio las hélices-o. si se
ven mas afectadas por las conformaciones de las cadenas laterales de algunos residuos,
especialmente por los que presentan ramificaciones en el C? de la cadena lateral (V, I, T)
@2 Por otro lado, se han realizado trabajos sobre la formacién de hojas-B, en los cuales
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s€ muestra que una vez que la hoja-P3 ha alcanzado una barrera energética (no dependiente
de la longitud), originada por interacciones que la estabilizan (puentes de hidrégeno y/o
cargas parciales), dificilmente decrecera del tamafio que ha alcanzado 2% Asi mismo, la
mayor flexibilidad de las hojas-B, les permite soportar cambios de secuencia sin alterar su
estructura, lo que no sucede en el caso de las hélices-o.

CONCLUSION

En el presente trabajo se analizaron las diferencias entre las dos principales ESs de
las proteinas. La idea principal era considerar las relaciones evolutivas entre familias de
proteinas para llevar a cabo dicho trabajo. El problema de la diferencia de tamafio entre
hélices y hojas resulta de importancia para entender la forma en que estas estructuras
varian y para los métodos de prediccion de estructura secundaria. Debido a que la
variacién estructural ente proteinas homélogas es un proceso que depende tanto de
factores locales o cercanos en la secuencia como de factores lejanos, el realizar un
analisis del cambio en las estructuras secundarias se antoja complicado. Debido a lo
anterior, se decidi6 tomar una aproximacion sencilla pero que resultara lo suficientemente
informativa, como para distinguir que factores tienen una mayor influencia en la
modificacion de las ES. Los resultados muestran una mayor estabilidad evolutiva de las
hojas-f3 sobre las hélices-a, asi como claras diferencias entre sus regiones terminales, las
cuales no se ven del todo reflejadas en las predicciones de ES. Lo anterior seguramente se
debe la metodologia que sigue Psipred @ para realizar la prediccién en la cual es capaz
de obtener informacién de carcter evolutiva para determinar correctamente cada region
terminal.

Finalmente, no hay que perder de vista dos caracteristicas de cada estructura
secundaria que participan en su modificacion. Por un lado las hélices-ot representan una
estructura rigida “® (un cilindro de poca flexibilidad) pero con una mayor capacidad de
modificacién en sus extremos, debido a su baja estabilidad en las regiones terminales. Por
otro lado las hojas-B presentan una estructura muy flexible “8 pero con una capacidad de
modificacion de sus extremos muy baja. Al ser estas dos las estructuras secundarias mas
abundantes en las proteinas y presentar caracteristicas distintas en términos de formacion,
crecimiento y estabilizacion, otorgan una mayor posibilidad de variables estructurales y
formas en que la estructura 3D de la proteina se puede estabilizar.
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