UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE ECOLOGIA
Sistematica

Identificacion de patrones de hidrofobicidad distintivos y la utilidad de la
distribucion de aminoacidos hidrofobicos para inferir agrupamientos
estructurales entre proteinas de secuencia divergente. El caso de las

Lisozimas de Bacterias.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

Octavio Abraham Moreno Guillén

TUTORA PRINCIPAL:
Dra. Luisa Isaura Falcén Alvarez, Instituto de Ecologia, UNAM

COMITE TUTOR:

Dr. Le6n Patricio Martinez Castilla, Facultad de Quimica, UNAM
Dr. Luis J. Delaye Arredondo, Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM

MEXICO, D.F. Noviembre 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE ECOLOGIA
Sistematica

Identificacion de patrones de hidrofobicidad distintivos y la utilidad de la
distribucion de aminoacidos hidrofobicos para inferir agrupamientos
estructurales entre proteinas de secuencia divergente. El caso de las

Lisozimas de Bacterias.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

Octavio Abraham Moreno Guillén

TUTORA PRINCIPAL:
Dra. Luisa Isaura Falcén Alvarez, Instituto de Ecologia, UNAM

COMITE TUTOR:

Dr. Le6n Patricio Martinez Castilla, Facultad de Quimica, UNAM
Dr. Luis J. Delaye Arredondo, Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM

MEXICO, D.F. Noviembre 2014



COORDINACION

U
POSG

Ciencias/Bioldgicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted, que el Subcomité de Biologia Evolutiva y Sistematica, en su sesion
ordinaria del dia 29 de septiembre de 2014, aprob6 el jurado para la presentacién de su examen
para obtener el grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS del Posgrado en Ciencias
Biolégicas, del alumno MORENO GUILLEN OCTAVIO ABRAHAM con numero de cuenta
300020074 con latesis titulada: "IDENTIFICACION DE PATRONES DE HIDROFOBICIDAD
DISTINTIVOS Y LA UTILIDAD DE LA DISTRIBUCION DE AMINOACIDOS HIDROFOBICOS
PARA INFERIR AGRUPAMIENTOS ESTRUCTURALES ENTRE PROTEINAS DE SECUENCIA
DIVERGENTE. EL. CASO DE LAS LISOZIMAS DE BACTERIAS", bajo la direccion de la DRA.
LUISA ISAURA FALCON ALVAREZ:

Presidente: DR. LORENZO PATRICK SEGOVIA FORCELLA

Vocal: DR. LUIS DAVID ALCARAZ PERAZA
Secretario: DR. LEON PATRICIO MARTINEZ CASTILLA
Suplente: DRA. MARIANA BENITEZ KEINRAD
Suplente: DR. LUIS JOSE DELAYE ARREDONDO

Sin-otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 19 de noviembre de 2014.

it oo £

. o
DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA ¢
~ COORDINADORA DEL PROGRAMA

c.c.p. Expediente del (la) interesado (a).

Unidad de Posgrado * Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biolégicas Edificio B, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

> Al CONACyT, proyecto #151796, por la beca y facilidades otorgadas durante la realizacién de mis

estudios de Maestria en el Posgrado en Ciencias Biolégicas.

> A PAPIIT IT-100212-3 por el financiamiento otorgado al grupo de trabajo en donde se realizd

este trabajo.

> Al Posgrado en Ciencias Biolégicas, U.N.A.M., por permitirme desempefarme académicamente
bajo sus programas de estudio, asi como por la oportunidad de participar en las ofertas

académicas disponibles (seminarios, conferencias, platicas, etc.)

> A los miembros de mi comité tutoral, la Dra. Luisa I. Falcon Alvarez, al Dr. Le6n Patricio Martinez
Castilla y al Dr. Luis J. Delaye Arredondo, por todo su apoyo, conocimiento, experiencia y guia

otorgados para el mejoramiento de mi trabajo de investigacion.



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

> Al Laboratorio de Ecologia Microbiana del Instituto de Ecologia, U.N.A.M. por todas las

facilidades inmobiliarias durante mis estudios de Maestria.

> Al Instituto de Ecologia U.N.A.M., por todas las facilidades inmobiliarias para llevar a cabo mis
estudios de Maestria, asi como por la oferta académica de alto nivel (seminarios, conferencias,

platicas, etc.).

> A los miembros del sinodo, el Dr. Lorenzo Segovia, Dr. Leén P. Castilla, Dr. Luis Delaye, Dra.
Mariana Benitez y al Dr. Luis David Alcaraz por todo su tiempo y esfuerzo para revisar mi trabajo
lo mas pronto posible. Agradezco sus comentarios y observaciones que me permitieron mejorar la

calidad de mi trabajo.

> A los Técnicos Académicos, M. en C. Osiris Gaona Pinedayal M. en C. Antonio Cruz por

su ayuda en laboratorio, asi como en facilidades y aportaciones para la realizacién de mi trabajo.

AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Son muchas las personas a las que le tengo que agradecer por su ayuda y/o apoyo durante la

realizacion de mis estudios de Maestria. Si omito a alguien espero me perdonen.

> Primeramente, estoy en deuda con la Biologa Veronica (RodoVero) Marlene Cruz Hernandez por
toda la ayuda con aspectos técnicos de esta tesis; de forma muy notoria, por la ayuda otorgada con
el dendograma estructural. Esa figura existe gracias a sus consejos y habilidad en el disefio y
ediciéon de imagenes. Mi querida RodoVero, gracias por tu amistad, paciencia y carifio. Gracias por

darme a mi pequefia hija, a quien amo y aprecio mucho.

> A mis padres, Irma Guillén y Antonio Moreno por toda su ayuda, apoyo, apoyo moral, alojo y

demas durante toda mi vida (no s6lo durante la maestria).

> A mi tutora, la Dra. Luisa I. Falcon Alvarez por su amistad y paciencia. Gracias Luisa, aprendi

mucho de ti.



> Al Dr. Luis Delaye, a quien considero un gran amigo y profesor. Este agradecimiento es porque,
aun con la distancia de por medio, tuvo la mejor disposicion que cualquier alumno podria pedir para
ayudarme con los tramites de titulacion, la revision de mi tesis, las reuniones de los tutorales, etc.

Muchas gracias Luis!!!.

> Al burrito. Todas las veces que hemos ido al parque me han sido muy ttiles para tomar decisiones
técnicas que plegaron la realizacion de este trabajo de tesis. Espero todavia le pueda otorgar otro

reconocimiento en la tesis de Doc. Burrito, ti aguanta aunque ya estés viejito, yo me apuro.
AGRADECIMIENTOS MUY ESPECIALES A:

> La Dra. Rocio Jetzabel (Evil Dra. Rooooo) Alcantara H., por toda su amistad, compafiia, simpatia
y por quedarse hasta tarde conmigo en los fines de semestre mientras yo terminaba todo mi trabajo
atrasado. Agradezco ésas platicas Mega-Nerds acerca modelos evolutivos, la incertidumbre de la

distribucion de Poisson, las conjeturas con los métodos de distancia y las paradojas de la vida.

> La Bitloga Mariana (Arenita) Argott, por su ayuda, paciencia, compafiia y todas las sonrisas que

siempre me saco.

> La Biologa Teresa (Ms. PCR) Pérez Carbajal, por tolerar todos mis ataques de neuras y por su

compafiia en los momentos dificiles. Gracias ademas por ayudar a mantener mi ego bajo control.

> La M. en C. Rocio V. (Maestraza Roooxxxiiiooo) Gonzélez V., por su amistad y ayuda infinita

con la tramitologia.

> Al M. en C. Mario (Maestrazo Mario) Carrillo, por aguantarme tanto tiempo.

> También a todos los del labo, como Yislem (Dra. Grinchlem), Patricia Valdespino (Pa-Pa-

Pancronica), Daniel y Osiris, gracias a todos por su amistad y paciencia.

> Finalmente, a cualquier colado que sienta que contribuyd, pero a mi consideracién no fue

suficiente como para aparecer en esta honorable seccion.



DEDICATORIA

Le dedico esta tesis (y todo el esfuerzo que me requirié concluirla) a mi hija,

Emma H. Moreno Cruz, a quien quiero con todo mi amor, aprecio y respeto.



INDICE

L RESUMEN. . e it ettt rrseseses e e e eeeeeeeeeeaesesssassssssssssssssesseeseeeesenssssssssssssssssssssssrsseeesenennenns 1
L ADSEIACT .. ettt e e e et e e e e e e taae e e e e ee bt aee e e e e ataaaeeeeenanraaaeeeennraaaaeeennnns 2
W72 | 4 o o [1 ool o] o FOR R SPSRPRP 3
2.1 ESEruCtUra d@ ProteiNaS. .. .ueiei ettt e e e ctare e e e e e araeeeeeeeraaeeeeeeennsaaeeaeennnns 3
2.2 La importancia de los aminoacidos en la estructura y funcion de las proteinas...................... 4
2.3 Consideraciones importantes en el andlisis de la estructura tridimensional.............cccccoeu..... 7

2.4 Los aminoacidos hidrofobicos como “caracteres estructurales” en

12 COMPAraCion A& PrOtEINAS.....cuvviiiiiiiiiieeectttte et reeeeeeeeessesssssssssassasserreeeeas 12
2.5 El Método del Analisis de los Agrupamientos (Clusters) Hidrofébicos (HCA)........cccccceevveenne. 14
2.6 Ventajas y desventajas del método de HCA.......oviiiiiiiiiiietteeereeeeeece e 16
2.7 LoS DIagramas A HCA....... ...ttt ettt e e e e taee e e e e eaaee e e e e e naaaeeeseennssaaeseennnneeaeas 19
2.8 Representaciones de los aminoacidos en los diagramas de HCA............evvvveeieeeeeiiiiiiiiiiininnnn, 24
N I 1 W [T o 7411 - 1O OO SRRRRPPO 27
4. JUSTITICACION. ..ttt ettt ettt e et e st e et e s bt e et e e seeeemeeenneenneas 33
o N o T o Yo (ot F USSR 35
4.2 ODJELIVOS BENEIAIES. .. ..ttt ettt et e e et e eeeeeesessssssssaseseeseseesessssessesssnssssssnnes 35
4.3 ODJEtiVOS PartiCUIAIES......ccoiieeeeettttetteeee et re e e e e e e e e eessesssasssssbasaererereeseeessens 35
5. METODOLOGIA. ...ttt ettt ettt eite et et st e b e st e e s s bt e st e be s bt e bt e bt e sbe e bt e seesseesseenseenne 36
5.1 El dendograma €STrUCTUIal.........coouvieieiiiiiiieeeeieeee et ee e e e e e e s seasssssresaeseeeeseees 36
5.2 La Busqueda Secuencias Homélogas Distantes de la Lisozima Tipo C......cooeeeeevvmrrrrreeeeeeeeenenn. 37
5.3 Alineamiento de 1as SECUBNCIAS. .....ccuuiiiieriiieieee ettt e e eas 38
5.4 LaMatriz de HCA. ...ttt ettt ettt e b e bt et sae e s st et st e esbesane e 39
5.5 Parametros importantes en el alin@amiento..........eeveeeeiiiiiiiiiiiiicerereeeeeeee e 40
5.6 El algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAMA)........oeeeevieeeireeeereeceeieeeeeevvee e eeveee e 41
5.7 Andlisis de identidad entre los agrupamientos hidrofébicos de las secuencias analizadas..... 43
5.8 Los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH)........coovuuviiiiiieiireeee e eennneees 46
6. RESULTADOS......coiuteeiteeieeteete et ettt ettt et sre ettt sat s s e s e st e sase s be s bt sabeesbesabtenseesbeeseenseennee 48
7. DISCUSION......ccoiiiiitittiteeeeee e e e et e e et eee ettt e seaaeseeeeeeeeteeeteaneasanasasseesssssseseseseeeerereeerennnnnn 51
7.1 Las Lisozimas de Bacterias como modelo de analisis estructurales.........c.c.cccceeverviinennennnnne 51
7.2 Problematica con las Lisozimas de BaCterias........cueeeeuieiieiiiieiniieeecieeeeeiree e eeve e svee e 54
7.3 Utilidad de los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH)........oooeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 57

7.4 Detalles importantes de las secuencias analizadas........cceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiciiierreeereeeeeeeeeeeeeeans 59



7.5 Agrupamientos EStIUCTUIAIES. .......coie ettt et e e ee e e e e e e nraee e e e nnnes
7.6 Representatividad de 10S PDH..........uueiieiieiiiiiieiieeceeiireeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennrassreeseeeseseeseesessnsennes 62
8. CONGCLUSION. ....cutttteeiecittteeeeeett et e e eesrte e e s e s ittte e e e s s baaeeeessssbaaeesesssssaaaessssssssaeeesssssssaeeeessssseees 68
9. PERSPECTIVAS. ...ttt ettt ettt sttt ettt et b et e s bt e bt e bt e sat e e st e satesatesasessbesanesaneeane 72
10, GLOSARIO. ... ettt reeee e e e e e e e e e e ettt ettt et ere s s e sesseeeeeeeeaaeteeeranssnnsannssssssnssseseeeaseeaeenes 74
12 REFERENCIAS. ...ttt ettt sttt st st s b st e b s bt et e st e be e bt e beesbeesneeseenes 78

83

L2 ANEXOS..... ettt ettt e s b e e e e s bbt e e e s s e rbaee e e e e



INDICE DE FIGURAS Pagina #

Figura 1. Pagina 4

Los cuatro niveles de organizacién estructural en las proteinas.

Figura 2. Pagina 6

Los veinte aminoacidos y su clasificacion en polares, no-polares y anfipaticos.

Figura 3. Pagina 20

Interpretando un diagrama de HCA.

Figura 4. Pagina 21

Representacion de la distancia de conectividad.

Figura 5. Pagina 23
Representacion de una secuencia de aminoéacidos en cédigo binario para su analisis mediante el

método de HCA.

Tabla 1. Pagina 24
Tabla de la frecuencia de ocurrencia de los aminoacidos dependiendo del tipo de estructura

secundaria que tienden a formar.

Figura 6. Pagina 25

Representacion mediante los diagramas de HCA de la estructura de la Lisozima tipo C de humano.

Tabla 2. Pagina 26

Caracteristicas generales resumidas de los aminoacidos importantes en el método de HCA.

Figura 7. Pagina 47

Esquema de la metodologia seguida.



Figura 8.

El Dendograma estructural.

Tabla 3.
Listado de los 49 Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH).

Figura 9.

La secuencia de Tannerella sp., es el PDH mas frecuente.

Figura 10.
Tabla de frecuencias de los 49 PDH.

Pagina 50

Pagina 51

Pagina 63

Pagina 67



1. Resumen

Con el explosivo aumento en el nimero de secuencias codificantes que provienen de los diversos
genomas secuenciados, ha surgido el problema de asignar identidad a toda esa vasta cantidad de
informacion que se acumula dia con dia. Una forma practica de facilitar y acelerar la categorizacion
de la “nueva” informacion es la comparaciéon sistematica de las secuencias recién obtenidas con
base en otras ya anotadas. Aunque en principio, ésta labor de comparacion implica sélo la
automatizacion del proceso, con frecuencia nos encontramos con que realizarlo no es posible. Esto
podria deberse a que las “nuevas” secuencias presentan patrones muy divergentes (principalmente a
nivel de secuencia) que no pueden ser analizados/comparados por métodos tradicionales, o a que
frecuentemente no se cuenta con el templado adecuado para hacer un modelado de homologia
(homology modelling), debido a la falta de una estructura tridimensional resuelta para poder
comparar. Dentro de las secuencias que con frecuencia imponen ambas dificultades, tenemos a los
genes con tasa de mutacién alta que difieren significativamente a nivel de secuencia (identidad
menor al 35% aun entre familias proteicas) y a las secuencias que son llamadas “huérfanas” (que
carecen de homdlogos en otros linajes). Ambos tipos de secuencias estan presentes con una
frecuencia alta en las bases de datos y presentan obstaculos notorios, en los cuales la deteccién de
similitud se complica, puesto que, en muchas ocasiones, estas secuencias/proteinas no son incluidas
en los estudios (principalmente por la incertidumbre que formulan) o porque simplemente no
pueden ser correctamente identificadas y anotadas, lo que a su vez implica que frecuentemente
quedan registradas en las bases de datos como: secuencias no-anotadas, putativas, teoricas, no
clasificadas o desconocidas.

Dado que la comparacion, inclusion y categorizacion sistematica de estas secuencias no-anotadas es
fundamental para entender de forma global diversos aspectos biol6gicos -pues es de suponerse que
podrian tener implicaciones importantes-; el problema necesita abordarse, analizarse y resolverse de
la manera mas rapida posible. Para tal propdsito, nosotros utilizamos el marco teérico del método
de andlisis de los clusters hidrofébicos (HCA); considerado como una herramienta diagnéstica
eficaz para identificar similitud (homologia) en secuencia y/o estructura aun entre proteinas
altamente divergentes (<20% de identidad).

Como el nivel de experiencia requerido por el usuario para interpretar los diagramas de HCA
(unidad de andlisis del método de HCA) es el factor mas limitante para la utilizaciéon y uso
generalizado del mismo, en este trabajo empleamos el marco teérico del método de HCA en
conjuncion con el algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA) para hacer una evaluacion
numeérica/estadistica de la significancia en las comparaciones automatizadas de diversas secuencias
de acuerdo a la identidad entre agrupamientos (clusters) hidrofobicos que se encuentran en las
proteinas en estudio. Gracias a que el algoritmo sélo requiere de un alineamiento de secuencias para
trabajar, un universo muy grande de proteinas es analizable, asi que enfocamos nuestros esfuerzos
en un caso bien conocido por la dificultad que implica estudiar su extensa variabilidad: Las
Lisozimas de Bacterias. Haciendo una identificacién de los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad
(PDH) que se encuentran en las secuencias de éstas enzimas, pretendemos comprobar que las
Lisozimas, a pesar de tener estructura primaria muy divergente, poseen caracteristicas comunes
(principalmente estructurales) que son de utilidad en su identificaciéon, comparacién y clasificacion,
pues cuando éstos patrones distintivos (PDH) se mapean sobre un dendograma estructural, indican
agrupaciones entre diversas secuencias que favorecen el entendimiento de las relaciones de
ancestria/descendencia entre éstas enzimas. La metodologia que aqui describimos es eficiente,
rapida y sencilla, y aun asi, lo suficientemente poderosa como para permitirnos visualizar
graficamente las agrupaciones que se forman entre éstas proteinas en base a su estructura
(caracteristica mejor conservada durante la evolucién), con lo que podemos resumir, de una forma
practica y concreta, una vasta cantidad de informacion, caracteristica que se puede aprovechar para
efectuar comparaciones estructurales a gran escala que resulten robustos, completos y
significativos.



1.1 Abstract

With the explosive increase in the number of coding sequences that come from the various
sequenced genomes, there has been a problem of assigning identity to this vast amount of
information accumulated day by day. A practical way to facilitate and accelerate the categorization
of this "new" information is the systematic comparison of the “newly” obtained sequences against
already annotated ones. Although this comparative exercise involves only the automation of the
process, we often find that doing this is not always possible. This could be because the "new"
sequences are very divergent (mainly at the sequence level) and cannot be analyzed/compared
employing traditional methods, another reason it’s because, usually we don’t have adequate
templates for homology modeling, mainly because of the lack of a resolved three-dimensional
structure for multiples comparisons. Within the sequences which frequently involve both difficulties,
we have genes with high mutation rates which differ significantly at sequence level (less than 35%
identity even among protein families), and sequences called "orphans" (genes lacking homologues
in other lineages). It’s reported that both types of sequences are present at high frequency in the
databases and they represent noticeable obstacles for comparative analysis, in which the detection
of similarity is complicated, since, in many cases, these sequences/proteins are not included in the
studies (mainly because the uncertainty associated with the results) or because they simply cannot
be properly identified and recorded, which in turn, implies that often are registered in the databases
as non-annotated sequences, putative, theoretical, unclassified or unknown.

As the comparison, inclusion and systematic categorization of these non-annotated sequences is
critical to understand globally diverse biological process -because it is assumed that they could
have important implications-, the problem needs to be addressed, analyzed and resolved in the best
way and as quickly as possible.

For this purpose, we use the theoretical framework of the method of Hydrophobic Cluster Analysis
(HCA); regarded as an effective diagnostic tool for identifying similarity (homology) in sequence
and/or structure, even among highly divergent proteins (<20% identity).

As the level of expertise required by the user to interpret HCA plots (the unit of analysis of the HCA
method) is the most limiting factor for the widespread use of the method, in this paper we use the
theoretical framework of the method of HCA HCA_Analyze_Multiple_Aligns in conjunction with
the algorithm (HCAmA) to make an automated numerical/statistical evaluation of the significance
in the comparison of sequences according to the identity of hydrophobic clusters that are found in
the sequences of the studied proteins.

Because the algorithm only requires a sequence alignment to work, a very large universe of
proteins can be analyzed, so, we focus our study efforts on a well known case for the difficulty of its
extensive variability: The Bacterial Lysozymes.

Making an identification of the Distinctive Patterns of Hydrophobicity (DPH) in the sequences of
these enzymes, we intend to verify that, despite possessing very divergent primary structure, DPH
can be used as common characteristics indicators (mainly structural) that are useful in the
identification, comparison and classification of these Bacterial Lysozymes. We also show that, when
these distinctive patterns (DPH) are mapped onto a structural dendrogram, they can be used to
indicate associations between a large group of sequences, which, in turn can promote
understanding of the relationships of ancestry/descent and variability between these enzymes.

The methodology described here is efficient, quick and simple, and yet powerful enough to allow us
to graphically visualize the groupings that are formed between these proteins based on their
structure (best feature conserved during evolution). Such a vast amount of information is
summarized in a practical and concrete way, a heavy advantage that can be exploited to perform
large-scale structural comparisons that are robust, comprehensive and meaningful based solely in
the study of sequence.



2. Introduccion

2.1 Estructura de Proteinas

Las proteinas son polimeros compuestos por 20 aminoacidos diferentes unidos entre si mediante
enlaces peptidicos. En solucién acuosa, bajo condiciones fisioldgicas de presion y temperatura, las
cadenas polipeptidicas de las proteinas suelen plegarse para formar -en la mayoria de los casos-
estructuras globulares. Antes de adquirir su configuracién tridimensional caracteristica, las
proteinas tienen diferentes niveles de organizacién, incrementado cada vez mas la complejidad de
las interacciones tridimensionales entre sus aminoacidos componentes. Siendo asi, decimos que

las proteinas tienen cuatro niveles de organizacién:

Primaria: Es la secuencia linear de residuos de aminoacidos que conforman la proteina.

Secundaria: Se forman segmentos locales plegados que se estabilizan por puentes de hidrégeno e
interacciones electroestaticas débiles que siguen patrones de torsién definidos para formar los
enlaces covalentes (enlace peptidico) entre los extremos amino y carboxilo de los aminoacidos
que conforman la secuencia de la proteina. Las estructuras conocidas como alfa-hélices y hojas
beta plegadas son caracteristicas del segundo nivel de organizacién proteico.

I((

Terciaria: Es el “acomodo” espacial de las estructuras secundarias para formar un plegamiento
global y asi dar lugar a una estructura tridimensional que define a las proteinas principalmente

globulares.

Cuaternaria: Ensamblaje de subunidades, ya sean idénticas o distintas que conforman a una sola

proteina.



Primaria
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Figura 1. Los cuatro niveles de organizacion estructural en las proteinas. Modificaciones hechas a
la imagen de la Referencia 38, pagina 3.

Para que un polipéptido funcione como una proteina, usualmente debe ser capaz de formar una
estructura terciaria estable bajo condiciones fisioldgicas (38). Al mismo tiempo, otra caracteristica
importante para la funcién de las proteinas es que no deben ser demasiado rigidas. Como
discutiremos mas adelante, se sabe que el universo de estructuras tridimensionales que las
proteinas pueden adoptar es grande, aunque finito (38, 73). Si éste nimero limitado de
conformaciones tridimensionales es consecuencia de factores puramente fisico-quimicas o de

fuertes presiones de seleccion durante la evolucion ain no ha podido definirse (38, 39, 43).

2.2 La importancia de los aminoacidos en la estructura y funcion de las proteinas

Las cadenas laterales de los aminoéacidos suelen participar en interacciones entre ellas mismas,
con moléculas de agua y con aquellas otras que se encuentran en el medio circundante. Las
diferencias en las capacidades de interaccion entre cada uno de los distintos aminoacidos
influencian profundamente la estabilidad de las proteinas y su funciéon. Aunque muchas
caracteristicas se pueden emplear para clasificar a los componentes estructurales de las proteinas,
el caracter polar o no polar de los aminoacidos que poseen es notablemente el factor mas

determinante en las capacidades de cada uno para formar estructuras tridimensionales (38, 73).



Los aminoacidos hidrofébicos, Alanina, Valina, Fenilalanina, Leucina e lIsoleucina participan
Unicamente en interacciones de van der Waals. Son no-polares y tienen una marcada tendencia a
evitar el contacto con el agua, favoreciendo el empaquetamiento entre si. Estas agrupaciones
entre aminoacidos hidrofébicos son la base del denominado efecto hidrofébico, que es uno de los
aspectos fisicoquimicos de mayor peso en la formacién del nlcleo o “core” proteico de la mayoria
de las proteinas globulares (38, 50). Dentro de los aminoacidos no-polares, la Alanina y la Leucina
favorecen las estructuras tipo hélice, mientras que la Prolina, que tiene caracter anfipatico, suele
limitar la formacion de hélices, ya que su estructura en forma de anillo produce impedimentos
estéricos y limita su capacidad de formar enlaces por puente de hidrégeno con otros residuos de
aminoAacidos. La fenilalanina, un aminoacido muy hidrofébico, al contrario, gracias a su estructura
en forma de anillo (aromético) alin posee la capacidad de participar en interacciones polares
débiles (38).

Los aminoacidos hidrofilicos: Arginina, Acido Aspartico, Glutdmico, Serina, Treonina, Cisteina,
Asparagina, Glutamina e Histidina son, en su mayoria, de caracter polar, aunque algunos de ellos
se pueden clasificar como “neutros” o miméticos (que pueden ocupar posiciones normalmente
reservadas para aminoacidos hidrofobicos) en condiciones variables de pH. Estos aminoacidos son
capaces de formar enlaces tipo puente de hidrégeno entre ellos mismos, con moléculas de agua,

con moléculas organicas y con iones.

Como lo mencionamos anteriormente, los aminoacidos hidrofilicos poseen capacidades diferentes
para formar enlaces, ya sea donando o aceptando electrones, esto dependiendo, principalmente,
de las condiciones variables de pH. La Histidina, es posiblemente uno de los aminoacidos mas
versatiles en éste sentido, pues su estructura conformada por grupos N-H que pueden compensar
la pérdida de protones le dan la posibilidad de pasar de ser ligeramente negativo, neutro o
positivo, lo que biolégicamente se traduce en una versatilidad aprovechada en los sitios activos de

las proteinas.

Los aminoacidos considerados como anfipaticos, Lisina, Tirosina, Metionina y Triptéfano también
pueden modificar su PKa en condiciones variables de pH; sin embargo, la peculiaridad de sus
cadenas les hace predominantemente no-polares en condiciones fisiolégicas. La Metionina, por
ejemplo, también es considerada como ligeramente hidrofébica, dado que su cadena lateral es
muy poco reactiva en comparacion con el resto de los aminoacidos anfipaticos. Notablemente, el

sulfuro de la metionina le permite coordinarse perfectamente con iones metalicos (38).



Los aminoacidos son componentes cruciales de las células no sélo por su versatilidad, sino porque
polimerizan de forma muy sencilla y sin el requerimiento neto de energia (38). Gracias a ésta
caracteristica, las cadenas polipeptidicas se forman por la unién covalente de aminoéacidos
mediante enlaces tipo amida, frecuentemente denominados enlaces peptidicos. Los enlaces
peptidicos se dan entre el extremo amino de un aminoéacido y el extremo carboxilo de otro con la
pérdida de una molécula de agua durante el proceso (38). Aunque es sabido que la hidrolisis de los
enlaces peptidicos es una reacciéon exergonica, los enlaces peptidicos son muy estables en
solucion, esto es asi porque la energia de activacién para romper un enlace peptidico en solucién
acuosa es muy alta, asi que en condiciones naturales o intracelulares esto ocurre a velocidades
muy lentas, por lo que dan la impresién de ser muy estables. In vivo, este tipo de reacciones se

facilitan gracias a las enzimas.
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Figura 2. Los veinte aminoacidos y su clasificacion en polares, no-polares y anfipaticos.
Modificaciones hechas a la imagen de la Referencia 38, pagina 5.

Las proteinas se pueden formar por combinaciones de, al menos, 20 aminoéacidos, aunque,
ocasionalmente, pueden encontrarse aminoacidos modificados post-traduccionalmente (38, 73).
Estas modificaciones suelen conferirles propiedades Unicas que tienen diferentes propésitos.

Algunos ejemplos de estas modificaciones son las carbo-amilaciones de la Lisina, que le permite
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unir o utilizar iones metalicos, lo que a su vez funciona como un “switch”, prendiendo o apagando
una enzima. Otro ejemplo es la desaminacién de la Asparagina, que puede alterar la estabilidad
proteica e inducir cambios conformacionales bruscos en la misma. Este tipo de modificaciones a
los aminoacidos son relativamente comunes en las proteinas de las plantas; sin embargo, en

mamiferos sélo ocurre en algunas hormonas (6, 8, 38, 39, 40, 43).

2.3 Consideraciones importantes en el analisis de la estructura tridimensional

Una de las areas de investigacién mas activas de la biologia es la prediccion de las conformaciones
tridimensionales de las biomoléculas. Esta labor, que en la actualidad se enfrenta desde un angulo
multidisciplinario (combinando distintas ciencias, como la Matematica, la Fisica y la Quimica) ha
resultado complicada, pues predecir con un buen nivel de confianza la estructura tridimensional
de una proteina partiendo sélo de la secuencia de la misma -a pesar de que, en teoria, ésta
contiene la informacién necesaria para determinar la conformacion tridimensional que adoptara-

aun esta lejos de lograrse (73).

Considerando la velocidad a la que se secuencian genomas completos, hacer
gendmica/protedmica comparada, podria, de hecho, ser la Gnica forma de estudiar el genoma de
los organismos que secuenciamos. Esta labor de comparacién se realiza, primordialmente, a dos
niveles: secuencia y/o estructura. En el primer caso, se incluyen métodos de “muestreo o
enhebramento” (threading) y modelado comparativo de estructura, también conocidos como
modelado de homologia (Homology Modelling); el cual se define como un método computacional
para modelar la estructura de la proteina basada en la similitud de secuencia/estructura con una o
mas proteinas de estructura conocida. Los casos en los que se cuenta con una estructura
tridimensional resuelta de la proteina de interés (asi como de proteinas similares) generalmente
se utilizan como modelos para poner a prueba el poder predictivo de los algoritmos empleados en
tales propésitos; lo que nos lleva a un segundo caso, en los cuales se recurre a métodos que hacen
una prediccion del plegamiento/estructura de las proteinas utilizando sélo la informacion de Ia
secuencia. Estos métodos no se guian con base a estructuras resueltas producidas por secuencias
idénticas a la secuencia problema. Las simulaciones del plegamiento de las proteinas toman en
cuenta diversas caracteristicas de las secuencias que les producen; por ejemplo, toman en
consideracion la estructura secundaria, la propension de los aminoacidos a formar estructuras

determinadas, e incluso, la naturaleza misma de las proteinas; en cuyo caso, se espera que una
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proteina extracelular posea una proporcion mas elevada de lo normal del aminoacido Cisteina
(38).

La prediccion de estructuras tridimensionales a partir de la comparaciéon directa con estructuras
similares o la prediccion de la estructura o plegamiento a partir de la secuencia, ha adquirido una
enorme relevancia en la actualidad, pues es la forma mas sencilla, rapida y barata de explorar y
comparar la informacion que se acumula en grandes cantidades en las bases de datos (38, 41, 52).
Los métodos para comparar, hacer busquedas en bases de datos o predecir estructuras son
variados y hacen uso de distintas representaciones, algoritmos puntuadores, de optimizacién, y de
categorizacion. El comin denominador en los dos primeros casos es que tales algoritmos explotan
las identidades que se esperarian a nivel atdbmico entre estructuras similares; mientras que al
mismo tiempo, calculos de “puntuacion” (scores) basados en diversas formulaciones matematicas,
son los que evaltan la exactitud de las comparaciones, mismas que se utilizan como parametros
de discriminacion para evaluar alineamientos estructurales o hacer slper-imposiciones
estadisticamente significativas y asi lograr diferenciar entre posibles falsos positivos.
Tradicionalmente, los algoritmos discriminadores se basaban en un conocimiento empirico y/o
experimental, y aunque se ha dado el caso en que algunos producen resultados paraddjicos, por

su enorme utilidad, son frecuentemente implementados en estos métodos (41).

A pesar de los avances, el alcance de los algoritmos que tratan de predecir la estructura
tridimensional de una molécula con frecuencia se ven limitados; pues en muchas ocasiones no se
tiene la estructura tridimensional resuelta de la molécula, o al menos, una representante de una
familia proteica contra los cuales se pueda evaluar una hipétesis de estructura. En estos casos, las
inferencias se hacen partiendo sélo de la secuencia de nucleétidos/aminoacidos de la proteina
misma, esto es, cuando no hay secuencias similares con estructuras resueltas para comparar, sélo

los modelos de novo o ab initio se pueden aplicar.

La determinacion de la estructura tridimensional de las biomoléculas, partiendo Gnicamente de la
secuencia, asume varios escenarios considerados como plausibles pero que no han sido posibles
de corroborar experimentalmente (38). Por ejemplo, se asume que la forma plegada (de las
proteinas) equivale a la conformacion en equilibrio y de menor energia, que a su vez es la cantidad
minima de energia que requiere la proteina para no desnaturalizarse. Se asume, ademas, que los
calculos que se llevan a cabo para medir la contribucion de las fuerzas electroestaticas asi como

para predecir las interacciones moleculares entre los atomos que participan, son lo
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suficientemente precisas como para “acercarse a la realidad”, pero hasta el momento, las certezas
de tales predicciones no ha podido ser comprobada (38). Tampoco se ha podido evaluar cudndo
una secuencia producird una proteina oligomérica; siendo que la predicciéon de estructura, en la
actualidad, se basa solamente en abordar a las proteinas monoméricas (38). Todavia mas
intrigante, es el hecho de que no se sabe cédmo se da el plegamiento de las proteinas asociadas a
membrana. Este tipo de proteinas muestran conformaciones estructurales limitadas en
comparacion con las globulares (38). Dado que éstas no se encuentran en medios acuosos, se
piensa que las interacciones intramoleculares tempranas (entre los aminoacidos propios de la
proteina y los no-polares que se encuentran en las regiones internas de las bicapas lipidicas, por
ejemplo) son las responsables de guiar el plegamiento en cuanto se forma la proteina; sin

embargo, los detalles de éste fendmeno son inciertos (38, 39, 52).

Existen dos aproximaciones comunes para hacer modelados de homologia (Homology Modelling).
En primera esta el ya mencionado muestreo basado en perfiles (threading), que consiste en forzar
una secuencia de estructura desconocida a adoptar todos los tipos de plegamiento conocidos. La
eficacia de la aproximacién se mide en funcidon de qué tan bien se ajusten los distintos
plegamientos a las caracteristicas dictadas por las secuencias La busqueda se hacen en un universo
de posibles conformaciones tridimensionales en las que la energia libre es particularmente baja
para una proteina con una correspondiente secuencia de aminoéacidos. Naturalmente, es factible
obtener mas de un posible resultado, asi que el algoritmo de igual forma evalla la probabilidad de
que una secuencia adopte determinado plegamiento mediante el parametro Z, que considera la
media de ajuste de secuencias al azar que de igual forma podrian producir una estructura similar a
las obtenidas. Si un nimero “n” de estructuras favorecen condiciones que se cumplen en
proteinas conocidas (por ejemplo, que los aminoacidos hidrofébicos se encuentren en el interior y
los hidrofilicos en el exterior) aumenta el valor del parametro Z, lo que se puede interpretar como
que la secuencia es capaz de producir una proteina que adopte tal plegamiento, mas no que sea
su conformacién nativa o de energia libre minima (38). Como podemos ver, el computo de
parametros facilmente puede volverse restrictivo, asi que para acelerar las busquedas del universo
de posibles conformaciones tridimensionales, s6lo se consideran de manera explicita a ciertos
atomos de las cadenas proteicas, el resto son modelados matematicamente o no son considerados
explicitamente; de esta manera los atomos no considerados (que pueden ser parte de la
estructura o pertenecer a moléculas presumiblemente importantes para el plegamiento de las

proteinas, como el agua) pueden ser expresados mediante promedios (38, 42).



Dada la naturaleza de éstas busquedas heuristicas (promediadas), podemos notar que hacer
inferencias de novo en secuencias divergentes facilmente podria arrojar resultados no
concluyentes, inexactos o equivocados (38, 42). A pesar de las limitaciones, estos métodos se
siguen usando y poseen cierta ventaja, pues se ha confirmado que cuando las secuencias tienen
una identidad menor al 30%, los métodos comparativos de igual forma son muy propensos a

errores (52, 41, 38).

Una segunda aproximacién mas prometedora es la de Rosetta, que fue un método desarrollado
dentro de la competencia del CASP (critical assessment of techniques for protein structure
prediction) cuyo proposito es predecir la estructura tridimensional de proteinas que han sido
resueltas (se conoce su estructura de forma experimental) pero que no se han publicado (52, 38).

El principio de Rosetta es ajustar segmentos regulares de la proteina. Estos segmentos
corresponden a estructuras secundarias que pueden ser inferidas facilmente (y con un buen nivel
de confianza) partiendo de la secuencia (38, 73). Mediante comparaciones de estos segmentos
con otros de secuencia parecida que forman estructuras secundarias similares, se guia poco a
poco hacia un plegamiento tridimensional completo en el que una vez mas la energia libre minima
es el pardmetro de mayor peso para hacer aproximaciones hacia el plegamiento mas probable
(73). Aunque cada segmento de la proteina es evaluado individualmente, la blsqueda de posibles
conformaciones se acelera notablemente, pues se hace tomando en cuenta un universo de
soluciones limitadas (que se extrapola de la energia libre que presentan estructuras conocidas y
resueltas experimentalmente) en el que un pequefo cambio en un segmento puede repercutir
significativamente en los demas (52, 73). Asi, el ajuste (orientacion en el espacio) de segmentos
cortos aunque completos, de estructura secundaria ya conocida, pero limitado a valores
determinados experimentalmente, es lo que hace a Rosetta un método rapido y confiable.
Lamentablemente, dado que Rosetta utiliza la identidad de secuencias para buscar y predecir el
comportamiento de estructuras secundarias, la similitud de la secuencia con otras ya reportadas
en las bases de datos puede convertirse en un factor determinante para poder inferir la estructura
tridimensional mas plausible o correcta (38, 52, 73). Aun con los resultados positivos en la
prediccion de estructuras de novo; por su confiabilidad, suele abogarse a favor del modelado de
estructuras homologas (homology modelling), aunque, como mencionamos, la falta de secuencias
representantes de diversos dominios proteicos son el impedimento mas significativo para hacerlo.
Experimentos en los que se analizan y comparan las estructuras de las mas diversas moléculas han

arrojado una gran cantidad de evidencia que apoya la nocién de que la estructura tridimensional
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de una proteina suele conservarse mejor que la secuencia (6, 8, 38, 50, 66, 73); y, aunque las
razones para este hecho son variadas, es factible hipotetizar que la naturaleza conservativa del
codigo genético (que amortigua los cambios) sea de primordial importancia (38, 73). Uno pensaria
que la conservacién de la estructura, que es importante en la funcién, implica un origen comun,
pero, en ocasiones, una estructura similar no necesariamente implica homologia, y, de forma mas
dramatica, secuencias similares no siempre producen plegamientos equivalentes, asi como

secuencias similares en ocasiones dan lugar a plegamientos completamente distintos (38, 73).

A pesar de esto, los resultados obtenidos en la prediccién de estructura tridimensional ya alcanzan
una precision del 70% (con proteinas globulares de un sélo dominio) [ver Referncia 38 para mas
detalles], en los que el modelo predicho coincide con la estructura tridimensional “real”, y aunque
esto resulta variable (para algunas estructuras la precisién y/o resolucion es menor) diversas
limitaciones metodolodgicas, interacciones globales no consideradas (presion, pH, temperatura,
solventes, etc. dentro de la célula), fuertes restricciones al estudio de proteinas multidominio, y
todo lo anterior aunado a que, ciertamente, pueden existir algunos otros pardmetros que tal vez
aun desconocemos, son los factores que, con mayor frecuencia, limitan la precisiéon de las

predicciones de estructura y/o funcién proteica (38, 41, 52, 73).

Desde hace algln tiempo y a pesar de la problemética, los extensos estudios en el tema ya han
logrado establecer con un buen nivel de confianza que, debido a que la estructura tridimensional
que tienden a adquirir aun las mas diversas proteinas esta restringida por propiedades fisico-
quimicas (siendo el angulo de los enlaces atémicos a los carbonos centrales (alfa) en relacion con
el enlace peptidico uno de los mas importantes), el universo posible de plegamientos proteicos
esta restringido a sélo unas cuantas conformaciones tridimensionales [es posible que sélo en el
orden de los millares, pues los datos con los que se contaba en 2004, indicaban que el universo de
plegamientos posibles distintos era de aprox. 1,000 a 10,000. (Ver Ref. 57 para mas detalles) (38,
64)].

Segln lo anterior, es factible pensar que incluso las proteinas que a nivel de secuencia sean
altamente divergentes, posean la capacidad de adoptar estructuras tridimensionales muy
semejantes a otras ya conocidas y posiblemente anotadas, lo que facilitaria considerablemente la
labor de identificacion y clasificacion de las mismas (5, 38, 43, 50). Esta informacién, que desde su
manera mas primordial y sencilla puede ser pre-evaluada en base a los diagramas de

Ramachandran para los valores de rotacion/torsiéon en los angulos phi (@) y psi () de los enlaces
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entre los atomos C-Alfa, N-H (el enlace peptidico) y su relacién con el grupo R de los aminoacidos
presentes en las proteinas (38), es una de las evidencias tedricas mas fuertes que da sustento a
otra de las ideas fundamentales en el estudio comparativo de la estructura de las proteinas, y esto
es el descubrimiento de que una gran variedad de proteinas -aun aquellas de las mas diversas
funciones-, estan agrupadas dentro de las mismas familias homo/polifuncionales, compartiendo al
menos un elemento de su estructura (p. ej. una agrupacion distintiva de alfa-hélices e inclusive un
dominio estructural, que a su vez suelen ser producto de caracteristicas distintivas pero
compartidas), lo que incrementa la confianza para analizar la informaciéon nueva con base a

comparaciones con lo ya conocido (6, 8, 38, 43, 73).

Aunque el muestreo (“screnning”) de las bases de datos y los métodos para hacerlo (heuristicos,
en principio) es un area de investigacion y refinamiento muy activa, aqui no nos adentraremos
mas, pues nuestro interés primario es explorar a fondo una de las opciones que consideramos mas
promisorias para el analisis de la estructura de proteinas (independientemente de que exista la
estructura resuelta de nuestras enzimas de estudio); es decir, la disposicion espacial de los
agrupamientos (cluters) de aminoacidos hidrofébicos VILFMYW, partiendo sélo de la informacion

mas basica y sencilla con la que normalmente se cuenta: la secuencias (4, 5, 38, 50).

2.4 Los aminoacidos hidrofébicos como “caracteres estructurales” en la comparacion de

proteinas

Desde que se comenzaron a secuenciar proteinas, surgié un interés primordial en conocer y
predecir la estructura de las mismas partiendo solo de la secuencia de aminoacidos. Desde
trabajos que datan del final de los afios 50, se sugeria que las interacciones hidrofébicas (que
primordialmente sélo se pueden dar entre aminoacidos hidrofébicos) eran importantes para el
establecimiento del plegamiento proteico (4, 58). Conforme se realizaron experimentos y la
informacion incrementd, se obtuvieron suficientes datos empiricos que apoyaban la idea de que
habria dos tendencias inversas pero no independientes que se podian ver reflejadas en la
estructura tridimensional de las moléculas (58, 59, 60, 66). Nos referimos a la predisposicion de los
aminodacidos hidrofobicos a concentrarse y aislarse de las zonas de contacto con moléculas polares
(como el agua); mientras que, por el contrario, los aminoacidos hidrofilicos, suelen ocupar sitios
de la periferia molecular en donde se maximizan el nimero de interacciones (58, 59). Tiempo

después, fue evidente que existian ligeras variaciones a tal fenémeno, por lo que ahora sabemos
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que es posible encontrar aminoacidos hidrofébicos en la periferia o hidrofilicos en el nucleo

proteico (8, 58, 60).

La tendencia a ocupar determinada posicién en la estructura tridimensional de una proteina no
s6lo esta dictada por el caracter polar de un aminoacido; sino que otras caracteristicas fisico-
guimicas, como los impedimentos estéricos, la reactividad (que tan facil reaccionan) e incluso su
papel Unico en determinadas reacciones quimicas (como el grupo tiol de la Cisteina, por ejemplo)
son factores que también poseen una importancia relativa en restringir o favorecer su presencia
en posiciones en las que normalmente no se esperaria observarlos. Aun considerando estas
excepciones, ciertamente se pudo corroborar que la polaridad de los aminoacidos era un buen
parametro discriminatorio y matematicamente correlacionado con las regiones “ocultas o
internas” y que ayudan a identificarlos de las que son expuestas en las proteinas (58, 59).
Acentuando todavia mas el alcance predictivo y analitico que la polaridad de los aminoacidos
podia tener en el estudio de la secuencia y/o estructura proteica, se crearon las escalas de
hidrofobicidad (58, 59, 60); las cuales tenian el propédsito de facilitar la identificacion de regiones

importantes para la adopcién de la estructura tridimensional final de las proteinas en estudio.

Desde aqui, es importante resaltar que las escalas de hidrofobicidad no son una caracteristica
intrinseca al método de HCA, en primera instancia porque no todos los 20 aminoacidos son
considerados y no todos poseen el mismo peso; sin embargo, es notorio que el alfabeto del
método (los aminoacidos considerados como fundamentales dentro del marco teérico del mismo.
Ver mas adelante para mas detalles) asigna “pesos” diferenciales para evaluar de una forma mas
realista su contribucion en la formacion de estructuras secundarias, lo que es concordante con la

l6gica detras de las escalas de hidrofobicidad usadas en otras metodologias (38, 58, 64).

A finales de los anos 70s, trabajos comparativos como los de Margaret Dayhoff, en los que se
estudiaban una gran cantidad de secuencias proteicas para determinar la variabilidad en ellas
-laborioso trabajo empirico que eventualmente culminaria en las matrices de sustitucién de PAM-,
confirmaban indirectamente que las caracteristicas distintivas de las secuencias que se traducian a
proteinas eran mas similares dependiendo del nivel de identidad entre las mismas (64). Esto es,
proteinas que pertenecian a la misma familia homofuncional o de especies filogenéticamente
emparentadas eran producidas por secuencias de caracteristicas similares, algo que hoy en dia se

intenta explotar en comparaciones a muchos niveles, en lo que suele denominarse como andlisis
13



de firmas gendémicas (38, 73). Margaret Dayhoff y colaboradores, clasificando las secuencias en
familias y suaper-familias, aplicando métodos estadisticos a la comparacién minuciosa de
segmentos estructurales -bajo la hipdtesis de que secuencias con menor identidad sélo
coincidirian en segmentos pequenos- intenté clasificar a las proteinas bajo una légica muy similar
a lo que hoy hacemos cuando buscamos dominios o motivos (38). W. F. Doolittle (58) y Dayhoff
(64) pudieron notar que, aun las secuencias con identidad menor al 20% podrian tener un origen
comun, por lo que encontrar patrones, regiones, e incluso aminoacidos conservados (Dayhoff
proponia que la Fenilalanina, la Tirosina y la Cisteina, tres aminoacidos importantes dentro del
marco tedrico del HCA, eran buenos candidatos para analizar aminoéacidos poco variables, pues no
s6lo sufren pocas sustituciones sino que, ademas, suelen hacerlo entre si) era un paso
fundamental para hacer comparaciones significativas entre secuencias divergentes o con poca
similitud (64).

En la misma época, se propone que la comprensién de las propiedades de los aminoacidos
hidrofébicos (que incluyen su frecuencia y distribucién) eran importantes para entender la
estructura proteica (58), por lo que, apoyados en la gran cantidad de evidencia que asi lo indicaba,
se consolidd el estudio de los aminoacidos hidrofébicos como “caracter estructural” para el
analisis a diversos niveles de las proteinas y sus estructuras (ejemplificado en el desarrollo de

técnicas comparativas basadas en los perfiles de hidrofobicidad de secuencias completas).

2.5 El Método del Analisis de los Agrupamientos (Clusters) Hidrofébicos (HCA)

Asi, gracias a que aun las mas diversas proteinas comparten elementos a nivel de secuencia y
estructura que podrian facilitar su clasificaciéon, sumado a la confirmacién de que las proteinas
globulares se requieren de en un ambiente acuoso donde los aminoacidos hidrofébicos juegan un
papel fundamental para mantener el ntcleo o “core” de la proteina y que, por ende, este tipo de
aminoacidos pueden ser de gran utilidad en el estudio de las proteinas; el desarrollo de
metodologias que aprovecharan tales cualidades fue inminente. Entre ellas, en 1987, se introduce
el método del andlisis de los agrupamientos (clusters) hidrofébicos (HCA) por Christine Gaboriaud
et al (4); el cual esta basado en el analisis comparativo de las regiones hidréfobas constituidas por
el agrupamiento de aminoacidos hidrofobicos (clusters). Estas regiones son muy importantes e
informativas, pues resultan determinantes en la predisposicion para formar estructuras
secundarias regulares por parte de cualquier proteina globular (4, 5, 6, 8, 38, 44, 50, 72).

La asociacion de, al menos dos aminoacidos hidrofébicos, se define con el nombre de
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agrupamiento o cluster; por lo tanto, un agrupamiento o cluster es un conjunto de aminoacidos
hidrofébicos ininterrumpidos por aminoacidos polares (como G,D,N,S o Prolinas), que se
encuentran muy préximos entre si formando agrupaciones distintivas. Los clusters de aminoacidos
hidrofébicos se conectan, encierran y aislan con el propdsito de resaltarlos de forma evidente en

la representacién helicoidal de los diagramas de HCA.

Utilizar la naturaleza polar y la posicion de los agrupamientos (clusters) de aminoacidos como
caracteres “informativos” para analizar la estructura de las proteinas resulta altamente
informativo, pues se ha demostrado que los aminoacidos hidrofébicos V, I, L, F, M, Y, W, poseen
un rol determinante formando el nicleo o core y participando activamente en la estructura
secundaria de algunas proteinas (como las Alfa-hélices o las hebras Beta-plegadas) adoptando
conformaciones estructurales tridimensionales conservadas durante el plegamiento proteico, lo
que podria estar en relacion con la funcion de la proteina, como las interacciones con ligandos y/o
sustratos y/o con la presién de seleccion a la que los genes que les producen estan sujetos (4, 5, 6,
8, 38). Se especula que por sus caracteristicas de conservacién, en las que este tipo de
aminoacidos suelen experimentar Gnicamente sustituciones sindnimas o silenciosas (6, 8, 38, 54);
para cualquier secuencia proteica, la prevalencia de aminoacidos hidrofébicos representa un
patréon bien conservado y correlacionado con la funcién biolégica de las mismas; por tanto, su
presencia puede considerarse como un indicador de similitud por origen comin y no sélo un
evento de coincidencia azarosa de poca significancia para éste tipo de estudios. Como veremos
mas adelante, el trabajo, desarrollo y analisis hecho en el area de la biologia estructural ha
permitido no soélo corroborar éste tipo de suposiciones, sino que, ademas, la blusqueda de
patrones estructurales y su asociacion con aspectos biolégicos de las proteinas, que es una de las

areas de investigaciéon mas promisorias de la biologia contemporanea (38, 50).

El estudio de los aminoacidos hidrofébicos, que como mencionamos, incluye su hidrofobicidad
relativa, su propension, frecuencia y distribucién, se ha convertido en un aspecto muy importante
en los estudios gendémicos y estructurales. Resulta interesante cdmo, en la actualidad, se siguen
sumando metodologias cuyo sustento tedérico explota el uso como “marcador estructural” de los 8
aminoacidos mas hidrofébicos. Por ejemplo, en el trabajo de Faure y Callebaut del 2013, haciendo
uso de una variante a los estudios de escalas de hidrofobicidad y empleando los diagramas del
método de HCA como herramienta de analisis estructural, se delimitan posibles dominios y

regiones desordenadas dentro de una secuencia proteica para hacer una caracterizacién de lo que
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ellos denominan el “foldoma” de las proteinas (65). Ademas, el trabajo de Baussand et al. quienes
utilizan el método de HCA como un control positivo para evaluar la precision de los resultados en

un estudio que intenta optimizar el alineamiento de secuencias divergentes (50).

2.6 Ventajas y desventajas del método de HCA

Existen una gran cantidad de sustentos metodolégicos para hacer comparaciones a distintos
niveles de dos o mas secuencias cualesquiera. Todos ellos tienen ventajas y debilidades, por lo que
hacer una descripcién (atin general) de los mismos estad mas alla del objetivo de este escrito. Hasta
ahora, podemos notar que el método de HCA es practico para enfrentarnos al problema de
identificar homologia entre biomoléculas para las cuales sélo se conoce su secuencia o en las que
el porcentaje de identidad (comparando contra las que se encuentran en las bases de datos) es
bajo. Parte importante de éste trabajo es resaltar las bondades y ventajas del método, asi como de
sefalar sus debilidades potenciales. En las siguientes lineas, quisimos favorecer un entendimiento
preciso de las razones por las cuales el método de HCA puede ser muy practico para analizar

secuencia/estructura de proteinas.

1) Las secuencias de las proteinas suelen ser tolerantes a las sustituciones llamadas “Indels” (del
inglés insertions-deletions) y demas cambios que puedan ocurrir. Estos pueden dificultar
significativamente el trabajo de comparacién, algo que con frecuencia se refleja en la dificultad
para alinear las secuencias (41, 8).

Hay evidencia de que la estructura tridimensional de las proteinas suele conservarse mucho mejor
gue su secuencia, pues la organizacion del cédigo genético favorece los cambios conservativos (38,
42, 50, 73). Por ejemplo, los cambios en tercera posicion (del codén), usualmente no cambian el
aminoacido; pero cuando éstos ocurren en segunda posicién, con frecuencia cambian el caracter
polar del aminoécido; sin embargo, algunos aminoacidos polares y no-polares pueden mimetizar
las caracteristicas fisicoquimicas entre ellos bajo condiciones especiales (de pH, principalmente,
como la Lisina y la Histidina), lo que minimiza el efecto producido por los cambios a nivel
estructural. Si por ejemplo, ocurre un cambio de un aminoacido polar (como la Serina) por uno no-
polar (como la Valina), es posible que bajo condiciones variables de pH, la Serina puede fungir
como aminoacido hidrofdbico y viceversa. Notamos entonces, que si el efecto se amortigua a nivel
estructural, es muy factible que la funcién se conserve. Ademas, se ha propuesto que los Indels

ocurren predominantemente en sitios que conforman regiones de interconexiéon entre dominos,
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también llamados “asas” o "loops"; asi como también en la periferia de las proteinas, posiciones
que con frecuencia son muy variables y abundantes en aminoacidos hidrofilicos (4, 6, 8, 38). Por
éstas razones, los métodos que trabajen a nivel estructural resultan especialmente Utiles para

realizar estudios comparativos (4).

2) Mediante los diagramas de HCA es sencillo hacer un “alineamiento estructural” de forma que se
maximice la identidad estructural entre las secuencias/diagramas analizados, y con ello facilitar la
identificacion de regiones conservadas, independientemente de que podrian o no encontrarse en
las mismas posiciones a nivel de secuencia (4, 6, 8). Esto es muy util en el analisis de secuencias
divergentes, pues normalmente, éstas secuencias se detectan y comparan sélo en pequefas
regiones (que corresponden a zonas o aminoacidos conservados) sin tomar en cuenta las regiones
que son discordantes. Con los diagramas de HCA se pueden analizar aspectos como la orientacién
relativa de un asa o de una hoja-beta (antiparalela o paralela), que son cuestiones que
normalmente suelen resolverse soélo si se tiene la estructura tridimensional a una buena

resolucion (menor a 2.5 nanémetro) de las proteinas en estudio.

3) Otra de las ventajas y que proviene del énfasis que se hace con el método de HCA en el andlisis
de la estructura secundaria, es que los residuos invariantes e hipervariables pueden ser
identificados y examinarse a profundidad. Por ejemplo, es sencillo identificar los aminoacidos que
participan en la actividad catalitica y que naturalmente suelen ser invariantes, aunque aqui nos
conciernen mas aquellos aminoacidos que tienen papeles preponderantes en la estructura
tridimensional de las proteinas y que pueden ser analizados para determinar propiedades
interesantes de éstas. Aplicando metodologias como el anélisis de HCA se pueden obtener
resultados importantes que antes sélo eran posibles mediante la aplicaciéon de procedimientos

que son mas laboriosos y costosos, como los experimentos de mutagénesis dirigida (4, 6).

4) La combinacién de metodologias suele ser una estrategia muy efectiva. Por ejemplo, hacer uso
del método de HCA con métodos que alinean y/o predicen estructuras secundarias puede
aumentar la capacidad del investigador para determinar las propiedades estructurales de alguna
biomolécula. Mas adelante en este trabajo, se retomara este punto, con el que explicaremos como
utilizamos el método de HCA de una forma automatica para poder hacer comparaciones a nivel

estructural entre multiples secuencias.
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5) Hay proteinas que presentan retos notables para ser cristalizadas y muy posiblemente sélo se
puedan analizar (de forma rapida, practica y sin una gran inversién econémica) con métodos como
el de HCA. Como ejemplo, tenemos a la proteina que produce el gen GvpA, que es un elemento
estructural de las vesiculas de gas de algunas Arqueas. Esta proteina es considerada como una de
las mas hidrofdbicas que se han descubierto (51). Al ser muy hidrofébica, métodos de purificacion
(que usualmente involucran solventes inorganicos) y cristalizacion (algunas proteinas se “fijan”
hidratandolas, pues las interacciones con las moléculas de agua les facilita adoptar su estructura
tridimensional nativa [38, 77]) no funcionan con éste tipo de proteinas, asi que los métodos
bioinformaticos -al menos por el momento-, son la Unica manera de estudiar la estructura

tridimensional de éste tipo de moléculas.

Consideramos que conforme se descubran mas proteinas de membrana altamente hidrofébicas,
este problema tomara una gran importancia, pero es uno que se podra resolver si se aplican
metodologias que puedan hacer inferencias estructurales partiendo de sélo la secuencia, como es

el caso del método de HCA.

6) Aunque en principio es mas factible analizar proteinas en las que a priori se tenga conocimiento
de que poseen aminoacidos hidrofobicos importantes para el mantenimiento de su estructura o
funcién, proteinas pequenas -mayoritariamente polares-, en las que los puentes disulfuro son los
encargados de mantener la identidad estructural de las proteinas, no son realmente factibles de
analizar con éste método (4, 6, 38). A pesar de esto, hay que tener en cuenta que los diagramas de
HCA muestran una distribucién espacial relativa de todos los aminoacidos, incluyendo a los
polares, por lo que el método de HCA podria ser una herramienta complementaria a métodos mas

idoneos para tales analisis.

7) El método de HCA funciona bien en los analisis de proteinas de diversos tamafos; sin embargo,
esta cualidad también es una desventaja, pues se ha visto que el analisis de los diagramas de HCA
de segmentos o de proteinas pequenas pueden ser dificiles de analizar, arrojar resultados
inconclusos o peor aun, producir falsos positivos (6). Esta desventaja puede superarse
comparando sélo los segmentos mas conservados entre familias proteicas o haciendo uso de una
metodologia que nos indique cuando las similitudes entre las secuencias se podrian deber

solamente al azar.
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8) Sélo hasta muy recientemente, los algoritmos de Pedro Silva (2009) han dotado al método de
HCA de nuevas virtudes. La mas importante, es que se disminuye sustancialmente el componente
subjetivo del analisis de los diagramas de HCA; ya que ahora, un algoritmo puntuador es el
encargado de seleccionar las mejores secuencias candidatas para ser inspeccionadas
exhaustivamente, al mismo tiempo que es posible diferenciar entre los falsos positivos que pueda
existir al hacer comparaciones pareadas entre secuencias. Esta nueva capacidad del método
facilita que una gran cantidad de secuencias sean evaluadas bajo un mismo marco teorico,
eliminando asi -al menos de los primeros pasos- una de las criticas mas fuertes al método, que es
la subjetividad al realizar comparaciones entre los diagramas de HCA.

Reduciendo sustancialmente la subjetividad de las comparaciones, el método se vuelve accesible a
un mayor nimero de usuarios que no requieren de un amplio conocimiento en bioquimica de
aminoacidos y/o estructura de proteinas para obtener informacién sustancial y confiable de los

andlisis mediante el método de HCA.

A partir de ahora, continuaremos con la descripcién de una parte muy importante del mismo, que

es ademas, la unidad de andlisis: Los diagramas o plots de HCA.

2.7 Los Diagramas de HCA

Los diagramas de HCA (Figuras 3 y 6) son una representacion en dos dimensiones de una
secuencia proteica. Los diagramas de HCA se hacen con el programa HCA-Draw de Luc Canard
(79). Esta representacion esquematica de la secuencia de aminoacidos que conforma una proteina
muestra los aminoacidos siguiendo el plano de una Alfa-hélice desenrollada, cada vuelta
correspondiente a aproximadamente 3.6 residuos; por tanto, el primer aminoacido de la
secuencia corresponde al primero en el extremo superior izquierdo del diagrama, continuando con
la lectura descendente en el plano vertical hasta llegar al cuarto aminoacido; cuando esto suceda,
se continda la lectura en la segunda columna del diagrama, asi hasta hacer la cobertura completa
de la secuencia (Figuras 3y 6). El por qué se leen los aminoacidos de cuatro en cuatro tiene que
ver con el desenrrollamiento artificial de la representacion en Alfa-hélice, pues esto conlleva que
algunos aminoacidos que originalmente estaban en contacto (en la estructura 3D de la proteina),
se separen y queden representados como si en realidad estuviesen alejados, por lo que los
diagramas muestran una duplicacién o repeticion de la disposicion de los aminoacidos en el plano

vertical del cilindro distendido, caracteristica que es distintiva de las representaciones graficas
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hechas con éste método. La duplicacion de un segmento de la secuencia tiene el propdsito de
proveer el plano para las dos dimensiones, la cual permite mejorar la apreciacién de los patrones
que los agrupamientos hidrofébicos presentan a lo largo de la secuencia, y dar un panorama
general de las interacciones cercanas o distales durante el plegamiento de la proteina, que como
mencionamos, es una manera de compensar la separacién “artificial” que ocurre en los diagramas
[Figura 3]. Considerando la duplicacion de los aminoacidos y la extension de los mismos en el
plano vertical, los diagramas de HCA muestran aproximadamente 5.3 aminoacidos por vuelta de

Alfa-hélice distendida. (5, 6, 8, 44).
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Figura 3. a) Aqui se muestra el principio fundamental de los diagramas de HCA. Una secuencia
lineal se puede escribir siguiendo el plano de una alfa-hélice con 3.5 aminoacidos por vuelta
(cilindro). Este se puede “desenrrollar” y duplicar en un plano vertical, con lo que se trata de
representar en dos dimensiones, la ubicacién espacial que cada aminoacido ocuparia en la
estructura tridimensional. b) La segunda parte del esquema muestra en qué direccion se lee la
secuencia (flechas) asi como el segmento que se ha duplicado y no deberia considerarse como parte
original de la misma. Adaptado y Modificado de las Referencias 6 y 8.

La distancia que separa a los agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos, asi como a la capacidad
de discernir cuando un aminoacido pertenece a diferentes agrupamientos estd definida por la
distancia de conectividad [Figura 4]. Esta distancia corresponde al niimero de residuos polares y/o
indiferentes al entorno (que pueden comportarse como hidrofébicos si se encuentran dentro de
un ambiente no-polar), que separan dos agrupamientos hidrofébicos identificados como
individuales dentro de las representaciones en alfa-hélice. La distancia de conectividad (que no es
un concepto propio o Unico del método de HCA; sino que es una manera convencional de hablar
de las posiciones relativas de los aminoacidos en las representaciones de alfa-hélices
implementadas también en otros métodos), tiene dos aplicaciones importantes. La primera es que

nos permite observar agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos individuales, cada uno con
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caracteristicas propias (y con implicaciones durante el plegamiento) que no se traslapan entre
ellos, lo que favorece la interpretacion e identificacién de patrones en los diagramas de HCA
(Figuras 4 y 6). Aunque por defecto, la distancia de conectividad suele ser de cuatro, este valor
depende del nimero de aminoacidos que se tengan por vuelta. La segunda aplicacion, consiste en
la facilidad de ubicar las posiciones de ciertos aminoacido dentro de un mismo agrupamiento
hidrofébico; para hacerlo, primero denotamos un aminoacido de referencia, al que llamaremos
“i”; una vez hecho esto, podemos referirnos a otros que le rodean como “i+4”, “i-2”, “i+8", etc.
Esta forma de ubicar aminoacidos es independiente del caracter polar del mismo (8, 38, 42)
[Figuras 4 y 6]. La importancia de resaltar la posicion de determinados aminoacidos resulta
evidente cuando notamos que los diagramas de HCA presentan un codigo Unico que facilita
graficamente la inspeccion y analisis de algunos aminoacidos (mayoritariamente anfipaticos) como
son la Serina, Treonina y Cisteina (Figura 6 y Tabla 2). A pesar de que con este tipo de
representaciones podemos resumir en unas cuantas lineas mucha informacién, las notorias
desventajas de las representaciones con distancia de conectividad radican en que son poco
amigables al ojo humano (si se maneja dentro de un Diagrama de HCA es dificil comprender el
significado a priori de las distancias, por lo que, con frecuencia, los analisis de los diagrama de HCA
suelen limitarse a la identificacién de agrupamientos hidrofébicos distintos, ignorando, en

términos generales, la distancia relativa a la que éstos puedan encontrarse (Figura 4).

Figura 4. (a) Representacion de la distancia de conectividad. Notese que cualquier posicion
(aminoacido) en un diagrama de HCA puede ser ubicado y descrito en base a este principio.
(b) Aqui, el aminoacido central, denominado “0”; es descrito, junto con los aminoacidos que le
rodean, en términos de distancia. El hexagono interno (en tono mas oscuro) considera el
numero de aminoacidos que hay en la periferia del aminoacido “0” (al centro); mientras que lo
mismo ocurre con el hexagono mas externo (tono mas claro) que considera el doble de la
distancia (aprox. 3.6 aminoacidos mas) partiendo del mismo punto. En conjunto, éste
diagrama representa las distancias de conectividad entre aminoacidos hidrofébicos que nos
ayudan a determinar cuando pertenecen al mismo agrupamiento (cluster), y la identidad (polar
o no polar) de los aminoacidos que le rodean; pues si un aminoacido polar se interpone en un
agrupamiento, éste es interrumpido y, a partir de tal punto, los siguientes aminoacidos
hidrofébicos pertenecen a un agrupamiento distinto. Modificado de las Referencias 6 y 8.
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Podemos observar que categorizando a los aminoacidos en hidrofébicos e hidrofilicos es factible
expresar la distancia de los agrupamientos hidrofébicos individuales en cédigo binario, en el que
los aminoacidos hidrofébicos adquieren el valor de uno, independientemente de cual de ellos sea,
mientras que aquellos aminoacidos hidrofilicos adquieren el valor de cero (6, 5, 8, 42), [Figura 5].
Utilizando la distancia de conectividad y/o la naturaleza polar de los aminoacidos que rodea cada
agrupamiento, seria relativamente sencillo definir a los agrupamientos hidrifébicos en términos
mas precisos que denoten algunas de sus caracteristicas primordiales [Figura 4]. Codificando a los
aminoacidos como ceros y unos con base en su caracter polar (los neutros también se codificarian
como “cero”) resulta conveniente; pues, una vez identificados, se facilita trabajarlos en bases de
datos o manipularlos de formas complejas (computacionalmente intensivas); ademas de contar
con la ventaja de que se vuelve factible describir no sélo la posicién del aminoécido, sino también
las caracteristicas de aquellos que le rodean. El cédigo binario nos permite expresar estructuras
secundarias comunes de forma sencilla; por ejemplo, el agrupamiento 10101 (recordemos que los
agrupamientos siempre comienzan y terminan con un aminoacido hidrofébico) podria representar
una alfa-hélice anfipatica, en las que hay sucesion y alternancia de aminoéacidos polares y no
polares. En formas mas computacionalmente amigables, los agrupamientos hidrofébicos se

expresan en funcién del valor de P.

En el caso del agrupamiento: 101011 el valor de P equivale a 53. El valor se obtiene del calculo:

((1x1)+(2x0)+(4x1)+(8x0)+(16x1)+(32x1)) [6, 42].

Aunque Util, esta transformacion se debe usar con cuidado, pues implica la pérdida de la
informacién individual que cada aminoacido podria aportar para entender el plegamiento
tridimensional de una proteina. Bajo este planteamiento, por ejemplo, una Serina o una Treonina
se convierten en cero [Figura 5], lo que implica la pérdida de la informaciéon extra que estos
aminoacidos proveen cuando se analiza la estructura en un diagrama de HCA de cualquier
secuencia. El mismo efecto pero con resultados mas dramaticos sucederia si solamente evaluamos

una Prolina o una Cisteina en términos de “ceros y unos”, respectivamente (38).
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Figura 5. Representacion de una secuencia de aminoacidos en cddigo binario
para su analisis mediante el método de HCA. Partiendo de una secuencia o
segmento cualquiera de ella (a), es posible codificarla con los principios para
representar aminoacidos fundamentales dentro del método de HCA. (b) En
ocasiones, la representacion de secuencias muy largas se puede hacer de una
forma mas resumida, como lo seria la transformacién de la misma secuencia en
codigo binario (c), en donde 1= a.a. Hidrofébico y 0= a.a NO Hidrofébico.

Una de las caracteristicas distintivas de los diagramas de HCA (que como mencionamos son la
unidad de analisis del método) es que en ellos se muestra la distribucién espacial relativa
(codificada a manera de simbolos para cada aminoacido en especial [Figuras 3, 5y 6, Tabla 2] de
todos los aminoacidos que componen una secuencia proteica; sin embargo, se hace énfasis en la
distincién de aminoacidos hidrofébicos que con frecuencia se encuentran formando el nlcleo o
core de las proteinas, aminoacidos polares de importancia estructural y la asociacion de los
aminoacidos hidrofébicos en agrupamientos (clusters), los cuales podrian estar reflejando la

ubicacion de estructuras secundarias regulares, como Alfa-hélices, Hojas Beta (Tabla 1y 2).

La correlacién matematica que existe entre los agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos y la
predisposicion que tienen a formar determinadas estructuras secundarias no debe mal
interpretarse (de suma importancia cuando se analizan los diagramas de HCA); pues lo que esto
significa es que si un aminoacido hidrofébico se encuentra con una mayor frecuencia en regiones
internas de la estructura (tal vez participando en la formacion del core proteico), esto no excluye
la posibilidad de encontrar otro del mismo caracter polar en otra regién, siendo participe, por
ejemplo, de una “asa” (loop). Todos los aminoacidos pueden encontrarse formando diversas
estructuras secundarias, independientemente de que, por sus inherentes propiedades fisico-

guimicas, se tienda a favorecer unas de otras (Tabla 1y 2).
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Tabla 1. En esta tabla se muestra la frecuencia de ocurrencia de los aminoacidos dependiendo
del tipo de estructura secundaria que tienden a formar. Modificaciones hechas a la imagen de la
Referencia 38, pagina 18.

AT gehélice  Hoja-P Loop  pmie a-hélice  Hoja-B Loop  AMP® o.nélice  Hoja-B  Loop
Glu 159 052 101 val 090 1.87 041 Gly 0.43 058 1.71
Ala 1.41 0.72 082 lle 1.09 1.67 047 Asn 076 048 134
Leu 1.34 122 0.57 Tyr 074 1.45 0.76 Pro 034 031 1.32
Met 1.30 1.14 0.52 Cys 066 1.40 0.54 Ser 057 096 122
Gin 121 098 0.84 Tip 1.02 1.35 0.65 Asp 099 039 1.24
Lys 1.23 069 107 Phe 1.16 1.33 0.59

Arg 1.21 084 0.90 Thr 076 117 0.90

His 1.05 080 0.81

2.8 Representaciones de los aminoacidos en los diagramas de HCA

En la parte introductoria de éste trabajo ya sefalamos propiedades fisico-quimicas de algunos de
los 20 aminoacidos. Sin embargo, en esta seccidn, analizaremos con mas detalle los aminoéacidos
gue tienen una importancia y distincion especial para el método de HCA y los diagramas, pues
resulta muy evidente que, cuando observamos un diagrama de HCA como el de la Figura 5,
podemos notar que los aminoacidos, simbolizados por su identificador de una sola letra, aparecen
coloreados de distintas formas, y en ocasiones denotados con una figura geométrica. Con la
intencion de facilitar la inspeccion rapida de los diagramas de HCA, a continuacion damos

informacién concreta que permita su interpretacién general.

Prolina: Dependiendo de algunos de los perfiles de hidrofobicidad mas comunes (60), es un
aminoacido que tiende hacia la hidrofobicidad segtin el pH en el que se encuentre (38). Aunque la
Prolina en si no es hidrofdébica, su estructura cerrada no es propensa a formar enlaces con otras
moléculas, por lo que en el método de HCA se le considera como el Gnico aminoéacido polar que
posee una representacion grafica distintiva en los diagramas (38, 60). Es un aminoacido peculiar
por su estructura en forma de anillo voluminoso que le incapacita para formar enlaces con otros
aminodacidos, pues el NH2 que los efectla, se encuentra ocupado encerrando el anillo propio del
aminoacido. La forma especial de la estructura de la Prolina (con el anillo llamado imino) impone
fuertes limitaciones al plegamiento, por lo que es considerado como un aminoacido capaz de
romper agrupamientos (hidrofébicos e hidrofilicos). Esta caracteristica, que se resalta en la Tabla
1, parece estar asociada a la baja presencia del aminoacido Prolina en estructuras secundarias; sin
embargo, este aminoacido suele ocupar tales espacios, y aun no se encuentra un factor comun

que favorezca dicha presencia. La Prolina se representa graficamente con estrellas rojas.
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Glicina: Es un aminoacido ligeramente hidrofébico; es el mas pequefo y uno de los mas versatiles,
pues puede mimetizar a otros aminoacidos hidrofobicos (38). Se representa con estructuras en

forma de diamante de color negro.

Serina: Es un aminoacido polar neutro que puede enmascarar su caracter polar llevando a cabo
enlaces tipo hidrégeno con el grupo carboxilo. Por su capacidad, suele formar alfa-hélices. Las

Serinas se denotan con un cuadro encerrando un punto negro.

Treonina: Es un aminoacido polar y neutro similar en caracteristicas a la Serina, que sélo se
diferencia en su grupo CH3 “extra” en su estructura. Es capaz de mimetizar a la Valina y/o
Isoleucina, que son dos de los aminoacidos mas hidrofdbicos. Esta caracteristica se sospecha es
debida a su grupo metilo de la cadena lateral (8, 38). Las Treoninas se representan con un

cuadrado vacio.

Cisteina: Otro aminoacido polar neutro. Es un aminoacido mimético que se puede encontrar en
agrupamientos hidrofébicos o hidrofilicos. La Cisteina es reconocida por su capacidad para formar
puentes disulfuro dobles de gran fortaleza. En proteinas extracelulares -que suelen funcionar en
ambientes no reductores-, los enlaces disulfuro que puede formar gracias a su grupo tiol, suelen
ser primordiales en delimitar el plegamiento de tales proteinas. La Cisteina se denota con una C.

Ver Figura 6 y Tabla 2 para mas informacién sobre la representacion de éstos aminoécidos.

Figura 6. Representacion bidimensional mediante los diagramas de HCA de la estructura
de la Lisozima tipo C de humano. Los agrupamientos (clusters) de aminoacidos
hidrofébicos (letras de color verde) se delimitan y producen figuras caracteristicas que se
pueden asociar a la formacion de estructuras secundarias regulares caracteristicas. La
linea descendente muestra el sentido de lectura de la secuencia. Figura Producida con el
programa HCA-Draw. Indicadores modificados de la Referencia 5.
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Aunque no se denota graficamente en los diagramas de HCA, los aminoacidos hidrofébicos
importantes para el método: VILFMYW de Valina, Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, Metionina,
Tirosina y Triptofano se dividen en hidrofébicos fuertes (VILF) y débiles (MYW), aunque todos se
denotan de color verde. Esta divisiéon resulta importante en la interpretacion de los diagramas,
pues el nlcleo proteico suele estar conformado, en su mayoria, por los aminoacidos hidrofobicos
mas fuertes, mientras que los mas débiles pueden presentarse en regiones mas expuestas.
Ademas, en el cédigo de HCA no se consideran a todos los aminoacidos hidrofébicos. Por ejemplo,
faltan la Alanina y la Glicina. Estos aminoacidos no estan dentro del alfabeto hidrofébico pues
frecuentemente se encuentran formando “asas” o loops en la estructura de las proteinas. Estas
estructuras irregulares suelen participar en interacciones polares con otros aminoacidos, y como
ya hemos mencionado, no se ha podido asociar su presencia con algun tipo de estructura
secundaria o tridimensional regular. En el mismo sentido, la Prolina, aminoacido mimético que
suele ser hidrofilico a pH 2 (73) tampoco se incluye dentro del alfabeto hidrofébico del método de
HCA; sin embargo, por sus peculiares caracteristicas, se le considera como un aminoacido de suma

importancia pues es capaz de romper los agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos.

Tabla 2. Caracteristicas generales resumidas de los aminoacidos importantes en el método de

HCA. Adaptado de la Referencia 73. Capitulo 2. Paginas: 20-23.

Aminoacido| Representacion | Caracter Polar a Caracteristicas
Grafica/Color pH7
Glicina Rombo Negro Hidrofdébico [Es el aa mas pequefo con sélo un atomo de hidrégeno como

cadena lateral, por lo que es muy versatil y se encuentra con
frecuencia formando loops y alfa-hélices. No es parte del alfabeto]

hidrofébico de HCA.

Alanina “A” Negra Hidrofébico [Es mimético y puede sustituir aas hidrofébicos. Suele estar en
regiones desordenadas o loops. No se considera en el alfabeto|

hidrofébico de HCA.

Prolina Asterisco * Rojo Hidrofdébico [Es mimético y posee una cadena alifatica similar a la de otros
laminoacidos hidrofébicos. Generalmente rompe agrupamientos de

hidrofébicos e impone fuertes restricciones estéricas.

Serina Cuadrado con Polar Neutro [Es pequefio, mimético y su cadena es alifatica. Posee un grupo|
punto hidroxilo muy polar que puede servir como sitio de modificaciones

post-traduccionales. Suele estar en alfa-hélices.
Negro
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Treonina

Cuadrado sin

punto

Negro

Polar Neutro

Es muy similar a la Serina y se intercambia con frecuencia. También
posee un grupo hidroxilo muy polar. Puede sustituir aa’s
hidrofébicos como Valina e Isoleucina. Las sustituciones por este

laminoacido son muy raras.

Cisteina

“C” Negra

Polar

Posee un grupo metilo -CH2- hidrofébico al igual que un grupo tiol
con un atomo de azufre. Este le permite llevar a cabo enlaces
disulfuro, dobles o sencillos de gran fortaleza. El grupo tiol es
laltamente reactivo, cualidad que se aprovecha para llevar a cabo
reacciones enzimaticas. Ademas, este grupo le permite formar

enlaces de alta afinidad con metales (ej. Cobre, hierro, zinc, etc.)

Lisina

“K” Azul

Polar

Su cadena lateral es hidrofébica y consta de cuatro grupos
metileno; sin embargo, en condiciones acuosas el amino-epsilén se
protona y se convierte en muy polar. Suele encontrarse formando
alfa-hélices y loops en las proteinas. Puede mimetizar a ciertos|
laminoacidos hidrofébicos y alternarse con éstos en zonas|
anfifilicas. Es el aminoacido que mas experimenta multiples

modificaciones post-traduccionales.

Arginina

“R” Azul

Polar

Su cadena lateral es hidrofébica y consta de tres grupos metileno v
un grupo delta-guanidino altamente basico que, en condiciones
lacuosas se protona y se convierte en muy polar. Suele encontrarse
formando alfa-hélices % loops en las proteinas.
Independientemente de que poseen estructuras disimiles, suele
sustituir a la Tirosina o al Triptofano. Es el segundo aminoacido que

mas experimenta modificaciones post-traduccionales.

3. Las Lisozimas

Las lisozimas son proteinas modelo en el estudio estructural de las biomoléculas cuyas

propiedades enzimaticas estan bien estudiadas y definidas. Son enzimas que pueden romper el

enlace glucosidico entre dos o mas péptidos; esto, lo consiguen hidrolizando el enlace 1,4-beta

entre el acido-acetil-muramico y el acido-acetil-glucosamina (16, 17, 20). La gran variedad de

sustratos en los que las Lisozimas pueden actuar ha favorecido el desarrollo de estudios

cristalograficos en los que se ha analizado el sitio catalitico (66, 67). Existe evidencia de que en la

estructura de las Lisozimas, solo los aminoacidos Asparagina (que es el donador de protones) y

Acido Glutamico (nucleéfilo) estan muy conservados, al igual que las estructuras en forma de
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hojas-beta plegadas en las que estan embebidos. Trabajos posteriores han identificado otros
aminoacidos (mediante ensayos de mutagénesis dirigida) que podrian ser importantes para la
actividad catalitica y que se encuentran predominantemente en Lisozimas de otros organismos u
otros tipos (66, 67, 73).

Aunque se les reconoce principalmente por su capacidad anti-microbial, pues pueden lisar
bacterias, las Liozimas poseen otras funciones interesantes, como: la hidrélisis de polisacaridos de
almacenamiento y también se emplean como proteinas bacteriotdxicas.

Todas estas enzimas se clasifican dentro de las Glucésido-Hidrolasas (45, 55, 56, 61, 62, 66),
aungue no comparten exactamente la misma clasificacién en todas las bases de datos. La Lisozima
Tipo C (revisada en detalle mas adelante) es la mas estudiada a diversos niveles.

Se piensa que las Lisozimas estan presentes en todos los reinos de organismos (1, 17); sin
embargo, por su secuencia divergente, en ocasiones no han podido ser adecuadamente
identificadas empleando métodos de busqueda tradicionales, pues alinear correctamente las
secuencias de éstas enzimas puede resultar complicado. Herramientas cominmente utilizadas
como P-BLAST con frecuencia no pueden identificar correctamente todas -o al menos la mayoria
de las secuencias idénticas-, presumiblemente homélogas de éstas proteinas, por lo que los
analisis filogenéticos que se producen empleando las secuencias identificadas suelen ser
restringidos e incompletos y usualmente enfocados a Eucariontes multicelulares, asi que, en

comparacion, se conoce relativamente poco de las Lisozimas procariontes, de insectos y hongos.

La tasa de variacion de los genes de las Lisozimas ha producido una variedad notable de enzimas,
esto favorece que identificarlas, analizarlas y categorizarlas se vuelven labores complejas. De
hecho, Irwin y Biegel (16) al hacer busquedas en la base de datos ENSEMBL (63) para encontrar
secuencias homoélogas de lisozimas en vertebrados, se percataron que algunos organismos tenian
mas de una copia de ciertos genes (p. €j. de LyzL1). Para demostrar que tales copias eran resultado
de eventos de duplicacién, hicieron un andlisis de “vecinos gendmicos” [ Genomic Neighborhoods];
ya que la variabilidad y versatilidad de las Lisozimas favorecen fenémenos como el de reemplazo
de genes no-ortélogos, ademas de sustituciones ortélogas y duplicaciones; lo que dificulta mucho
la labor de separar genes paralogos de ortélogos que se puedan utilizar para las reconstrucciones

filogenéticas mas confiables (16).

Considerando varios de los obstaculos que se necesitan superar en el analisis de enzimas con este

tipo de caracteristicas, el conocimiento que se tiene de las Lisozimas proviene principalmente de
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estudios estructurales, de caracterizacion, de aislamiento, de mutagénesis y del andlisis in silico de
las secuencias depositadas en las bases de datos. Como resultado directo de su estudio detallado y
dado su nivel de variacion, las glucésido-hidrolasas se clasifican en mas de 100 familias (23, 55);
aunque, Lisozimas como tal, sélo se reconocen alrededor de 5 tipos (17). De acuerdo a la
clasificacion de hidrolasas que se hace en UniProt [61] y HOMSTRAD [55], en este trabajo nos
enfocamos en representantes de la denominada Familia 22. Aqui manejaremos una nomenclatura
similar a la que encontramos en la base de datos SCOP (62); alli se clasifican como: Lisozimas tipo
C, G, Muramidasas con actividad catalitica, Glucosidasas de la Familia 19 [una division de las 100
que existen para la super-familia (23)] y Lisozimas de fagos, (Lambda, P1 y T4, por nombrar
algunos). En la misma clasificacion se reconocen otras familias, pero realmente ya no se les
considera como Lisozimas en sentido estricto, pues en estos casos los analisis son escasos y sélo
mediante ensayos de actividad catalitica y métodos comparativos (como alineaciones de perfiles

con BLAST) se asume que la similitud de secuencia.

Considerando lo anterior, detallaré un poco sobre las categorias de Lisozimas que aparecen en la

base de datos de SCOP (62) y CATH (45).

Lisozima tipo C: Es la lisozima “candnica” y mas estudiada. Recibe su nombre de la mano de
Alexander Flemming, quien la descubrio en la clara de huevo (la letra “C” denota que se descubrid
en el pollo) en 1923. Como Flemming observo que la enzima era capaz de lisar bacterias, fueron
descritas como Lisozimas. Las lisozimas tipo C cuentan con una amplia pero ligeramente sesgada
distribuciéon filogenética, pues ademéas de estar presentes en los mamiferos, también se han
encontrado en algunos insectos, reptiles, peces y artrépodos (17). Las filogenias que se han
obtenido utilizando esta enzima como marcador, ponen de manifiesto la tasa acelerada de
mutacion para el gen, pues la divergencia a nivel de secuencia es muy variable, y en los casos en
los que se ha intentado construir filogenias utilizado éstos genes como marcadores moleculares,
se han reportado numerosas agrupaciones que resultan muy incongruentes cuando se comparan
con una filogenia de especies (16, 17, 19). Uno de los aspectos mas estudiados de las Lisozimas
tipo C es que pudieron ser precursoras de otro tipo de Lisozimas que, aparentemente,
“modificaron” la funcién original, que era romper peptidoglicanos. Cuando la enzima ya no se
encontré bajo la misma presion de seleccién adquirié una nueva funcién, que es unir calcio. Esta
enzima, llamada Alfa-lacto-albimina (LALBA) es descendiente de la Lisozima tipo C (16, 29, 30, 49).

Estudios comparativos/filogenéticos han demostrado que existe otro tipo de Lisozimas que
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descienden de las Tipo C. Estas Lisozimas, también pueden unir calcio pero no han perdido la

funcion original (en este trabajo nos referimos a ellas como Lisozimas CB) [16, 49, 73].

Basados en la identificacion de la estructura intrén-exén en los genes de Lisozimas y en analisis de
vecinos gendmicos (Genomic Neighborhoods); en el trabajo de Irwin y Biegel [16] se propone que
hay, al menos, ocho genes de Lisozimas en el genoma de varios mamiferos; sin embargo, muchos
de ésos genes muestran una aparente neo-funcionalizacién hacia papeles mas especificos, algunos
de los cuales podrian ser especie-especificos, como las Lisozimas con papel reproductivo (16). La
divergencia de la alfa-lactoalbimina es de mucho interés, pues al parecer, la enzima se encuentra
sélo en el linaje de los mamiferos, asi que se postula que la neo-funcionalizacion de la Lisozima
tipo C que dio origen a las alfa-lactoalbaminas ocurre después de la separaciéon que se da entre las
aves y los mamiferos (16). Esto suele considerarse como plausible dado que, al contrario de los
mamiferos, ningln ave tiene alfa-lactoalbimina, muy pocas especies de mamiferos y aves tienen
Lisozimas CB (pueden unir calcio, pero que no es su funcion primaria) pero si poseen copias de

Lisozimas tipo Cy G.

Podemos notar que el origen y la distribucién filogenética de las Lisozimas tipo C, la alfa-
lactoalbimina y las Lisozimas CB es un tema interesante, aunque presenta retos importantes,
dado que es complicado identificar sélo con la secuencia los genes que podrian ser homélogos.
Aunque en este caso podrian estar ocurriendo reemplazos de genes ortélogos (38, 73), no hay
evidencia suficiente para apoyar la hipétesis, y es asi que esperamos que con trabajos como el de
nosotros, a futuro sea plausible la identificacién -en un genoma completo- de genes/segmentos
ortélogos independientemente del nivel de divergencia en la secuencia; en cuyo caso, para
obtener resultados confiables, es imperativo evaluar la estructura. Al mismo tiempo,
hipotetizamos que el método podria aportar evidencia a favor o en contra de la similitud
estructural debido a un origen comun de todas éstas enzimas. De lograrse, es muy factible que se
vaya cerrando una discusion que lleva abierta mas de 25 anos, en donde la carencia de
secuencias/estructuras, la imposibilidad de los andlisis a gran escala y la dificultad de las

evaluaciones precisas, han impedido llegar a una conclusion.

Lisozima tipo G: Se encuentra principalmente en aves. Aparentemente, fue descubierta en los
gansos, pues la familia lleva como nombre “Goose Type Lysozyme” (17). En algunas aves,

predomina la presencia de la Lisozima tipo G, mientras que en otras es la de tipo C (principalmente
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en en representantes del orden Galliformes) y en otras tantas podemos encontrar ambos tipos. Lo
mas interesante, es que ambos tipos de enzima se encuentran fuera de la clase de las aves.
Mediante analisis filogenéticos y busquedas mediante BLAST, se ha puesto de manifiesto que este
tipo de lisozimas tienen representantes en reptiles, peces, mamiferos, algunos moluscos
(invertebrados). En el trabajo de Callewaert y Michiels (17) se propone que se tratan de secuencias
funcionales. De igual manera, en el mismo trabajo hacen notar que no encuentran secuencias
ortélogas en organismos como Drosophila melanogaster y Caenorhabditis briggsae; sin embargo,
como hemos hecho notar mucho en este trabajo, las secuencias son muy divergentes (aun entre
las Lisozimas del mismo tipo) y por tanto es posible que programas como BLAST, que se basa en

los analisis de la secuencia, sea incapaz de detectar homoélogos distantes de tales enzimas.

Lisozima tipo “i”: Es la que se ha encontrado en organismos invertebrados (de ahi su nombre);
anélidos, principalmente, pero que incluye equinodermos, moluscos y algunos artropodos (16, 17).
Se propuso la existencia de éstas Lisozimas comparando la region N-terminal de la enzima con las
versiones que tienen otros organismos (ver referencias dentro de 17 para mas detalles); pero fue
solo hasta 1999 cuando se descubridé por primera vez en la estrella de mar Asterias rubens (17).

“wn
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Las primeras evidencias que confirmaban que se trataba de Lisozimas tipo provenian de la
confirmacién de la actividad catalitica; aunque ahora sabemos que esto puede ser “tendencioso”,
pues muchas Lisozimas tienen la actividad independientemente del tipo. Callewaert y Michiels
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(17) proponen que se han encontrado Lisozimas de tipo en practicamente todos los insectos
estudiados; aunque, de forma simultanea y de forma muy interesante, se ha reportado que no se
encuentran genes ortélogos en muchos vertebrados, como Bos taurus, Canis lupus familiaris,
Equus caballus, Homo sapiens, Mus musculus, etc. ;Sera que este tipo de Lisozimas cuentan una
historia evolutiva distinta?. ;La divergencia de la secuencia nuevamente limita los resultados?.

Hasta el momento, no hay mas estudios al respecto.

Lisozimas de Fagos: Es una categoria que sélo se encuentra en las bases de datos de SCOP,
HOMSTRAD y en el portal CAZYPEDIA (23), en donde, de hecho, se encuentran divididas en
Lisozimas de Fago Lambda y T4 (en HOMSTRAD se reportan incluso las de otros fagos). En otras
bases de datos y en la literatura suelen categorizarse como Lisozimas Tipo V (provenientes de
virus); sin embargo, no todas se clasifican dentro de la misma categoria, principalmente porque, a
nivel de secuencia, existen muchas dudas sobre un posible origen comin como los otros tipos de

Lisozimas. Todas las Lisozimas que se han encontrado en Fagos que muestran similitud con las
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Lisozimas de Bacterias y viceversa (debido, posiblemente, a eventos de re-insercion) se clasifican
dentro de la familia 24 de las glucésido hidrolasas (61). Las primeras secuencias analizadas de virus
que fueron descubiertas pertenecen al Fago T4; aunque, posteriormente, se encontraron mas en

otros virus, como el fago Lambda y el P21 (16, 17, 27, 31, 53, 54).

Lisozimas de Bacterias: A excepcion de la Pesticina, que es la enzima con funcion catalitica y
similitud estructural a otros tipos de Lisozimas que mejor se ha estudiado (54), existe muy poca
informacién para este tipo de secuencias. La distribuciéon filogenética sesgada, la falta de
estructuras resueltas para comparar, la divergencia de la secuencia y la modularidad de la
estructura proteica (con componentes individuales de varias Lisozimas se pueden construir
variantes quiméricas funcionales) aunado a que algunas enzimas han sufrido duplicaciones que
eventualmente han producido variantes neo-funcionales que poseen una gran diversidad de
substratos y en los que ademas varia la afinidad, han dificultado una interpretacién certera y

confiable de como y dénde surgieron éstas enzimas (17, 31, 53, 54).

El descubrimiento de la similitud estructural entre las Lisozimas de Bacterias, Fagos y Eucariontes
apoyan un origen comun, pero del cual se desconocen muchos detalles (49, 53, 54, 66, 67). Todas
las Lisozimas encontradas poseen actividad catalitica (aunque variable) y se ha demostrado que
son funcionales y de utilidad para el organismo que las produce. En pruebas realizadas de forma
exclusiva para este trabajo, se hicieron multiples corridas de HMMER y PSI-BLAST de las versiones
encontradas en el fago T4 y Lambda. Los resultados arrojan que hay similitud con las Lisozimas de
Escherichia coli, E. Fergusonii, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri; asi como con algunas
otras Enterobacterias, que por su frecuencia de apariciéon baja no mencionaré. Algo interesante es
que el HMMER del Fago Lambda arroja como resultado positivo a la Pesticina (con identidad del
85% y un valor de E muy bajo de 5e-95), que es la variante que posee Yersinia pestis. Esta enzima
posee un domino muy conservado entre las Lisozimas; sin embargo, ha adquirido una mayor
flexibilidad estructural (se puede desnaturalizar y re-naturalizar) asi como todo un dominio nuevo
que le facilita la interaccién con proteinas y canales transportadores de membrana (54). Esta
caracteristica, que es intrinseca de proteinas de defensa celular que pertenecen a otro grupo de
proteinas de Bacterias Gram-Negativas (bacteriocinas), pone de manifiesto la versatilidad de las
Lisozimas y los multiples eventos de diversificacion que posiblemente han favorecido su

persistencia (54).



Ademas de las categorias arriba mencionadas, se han encontrado secuencias repetidas y muy
similes en los genomas completos de hongos (17) e insectos (Lisozimas tipo “i”), en algunos
crustaceos y hasta en cnidarios (16, 17). Nosotros, ademas, empleando HMMER, encontramos
resultados que coinciden con varias Lisozimas-L de Arqueas (que han sido muy poco estudiadas).
La baja cantidad de reportes enfocados en el estudio (evolutivo o funcional) de estas enzimas no

ha favorecido la resolucién definitiva de cual y cémo ha sido su origen.

Si bien es cierto que todas las secuencias de las Lisozimas muestran algin tipo de similitud
(principalmente estructural), esta es, en general, altamente divergente, y aunado a la distribucion
filogenética aparentemente limitada de algunos tipos (P. €j. Tipo “i” y G) se ha generado cierta
incertidumbre respecto a si todas estas enzimas son en realidad homoélogas o son el producto de
eventos de reemplazo de genes ortélogos y transferencia horizontal. Es posible que éstos
fendmenos resulten mas evidentes en algunos casos, como en aquellos organismos que
intercambian material genético de forma frecuente (como son las bacterias y ciertos eucariontes
parasitos) o en los que poseen un genoma muy plastico; lo que, ciertamente, no explica
satisfactoriamente los patrones de ocurrencia y variabilidad que observamos en las Lisozimas (26,
27, 29, 30). La contraparte propone que muy seguramente son homoélogas, aunque es el nivel de
divergencia de la estructura primaria (secuencia) lo que oscurece y dificulta la resolucion del

posible origen comun de todas estas enzimas (17, 18, 19, 28, 54, 66).

4. Justificacion

Como se mencionaba en la introducciéon de este trabajo, el incremento en la capacidad de
secuenciar genomas completos y la acumulacién progresiva y constante de secuencias en las bases
de datos, exige de un método eficiente, rapido y confiable capaz de analizar toda ésa informacion.
Los métodos tradicionales poseen requisitos que en la mayoria de los casos no se pueden cumplir,
y en los casos en los que es posible contar con ellos, el tiempo (y a veces costo) de los analisis es
prohibitivo. Ademas, hay que tomar en cuenta que con frecuencia tales metodologias podrian no
ser concluyentes. Por ahora, las bases de datos contienen, en su mayoria (aunque ciertamente
existen aquellas con informacion estructural detallada, como el PDB (22) y SCOP [23]) secuencias
de nucleétidos/aminoacidos de las cuales se puede extraer informacién sumamente valiosa; el
reto, ahora, es desarrollar y/o aplicar metodologias con sustentos teéricos robustos que nos

permitan utilizar este tipo de datos sin la necesidad de hacer evaluaciones complejas y/o muy
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tardadas, con un margen de error aceptable (o por lo menos cuantificable), capaces de limitar el

sesgo y que nos permitan analizar grandes cantidades de datos.

Nosotros proponemos usar, bajo el marco teoérico del método de HCA, el algoritmo
HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA) para extraer informacion directamente de las secuencias
de las Lisozimas de Bacterias. Dada la sencillez (s6lo se requiere de la secuencia de aminoacidos de
una proteina cualquiera para hacer un diagrama de HCA) y plasticidad del método (ya se cuenta
con una forma de discriminar y evaluar dentro de un gran nimero de secuencias, obteniendo una
medida de incertidumbre en los resultados) creemos que tiene un enorme potencial para
trabajarse en casos donde la estructura de una biomolécula es de interés primordial para resolver
cualquier tipo de hipotesis planteada.

Aqui consideramos que metodologias que s6lo requieran de una secuencia para analizar y con ella
poder hacer inferencias directas (de tipo predictivo) o comparadas (entre varias secuencias) son el
futuro para hacer un acercamiento fundamental a favor de un entendimiento mas integro de la
informacién que tenemos en nuestras bases de datos, y que, obviamente, se veria reflejado en el
aumento de la capacidad para entender diversos aspectos de los organismos de los cuales las

obtenemos, como la Ecologia, la Microbiologia, la Genética, la Sistematica y la Evolucién.

El algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA) nos permite hacer evaluaciones rapidas de
una gran cantidad de secuencias, ademas de que se ha confirmado que es confiable y de gran
utilidad en el estudio de secuencias con un nivel de divergencia notable (<25%) [5]. Por esta razén,
decidimos enfocarnos en las Lisozimas; ya que representan una oportunidad de estudio Unico para
nuestros objetivos, pues su gran diversidad, su modularidad (poseen dominios “intercambiados”),
nivel de divergencia y su predominancia (en una escala filogenética), las convierten en un buen
candidato para analizarlas bajo una metodologia que nos permita superar las limitaciones
técnicas/practicas y hacer estudios a gran escala y, de igual forma, aplicar evaluaciones
simultaneas a los trabajos de analisis de secuencia y/o estructura (normalmente llevados a cabo
de forma separada) para favorecer y maximizar las posibilidades de obtener un resultado

confiable.

Entre las Lisozimas mas similares, segmentos conservados en la secuencia que indican la posible
formacion de estructuras secundarias regulares (alfa-hélices y hojas-beta) asi como un

plegamiento idéntico, son fuertes indicadores de que las enzimas son homologas; sin embargo,
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nosotros decidimos enfocarnos en aquellas que son mas disimiles (>30% identidad), es decir, las
Lisozimas de Bacterias. Estas enzimas suelen ser altamente divergentes, y aunque la gran mayoria
no cuentan con estructura tridimensional resuelta, todavia se consideran como Lisozimas, pues se
trata de enzimas que son agrupadas dentro de una categoria que relne a todas aquellas que
pueden realizar funciones caracteristicas de las Lisozimas. Nosotros tomaremos el reto de analizar
una muestra (dataset) de mas de 100 secuencias (algo que, hasta donde llega el conocimiento de

este autor, nunca se ha hecho), con lo que se pretende cumplir los siguientes objetivos.

4.1 Hipotesis

I) Basandonos en los trabajos que se encuentran en la literatura, aqui partimos de la hipotesis de
qgue todas las Lisozimas poseen un origen comun; sin embargo, por limitaciones en cuanto a la
disponibilidad de la estructura tridimensional resuelta de tales enzimas para su comparacién, este
hecho todavia no ha podido ser confirmado experimentalmente.

II) Hipotetizamos que los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad nos permitiran identificar
caracteristicas estructurales comunes entre las secuencias de las Lisozimas bajo estudio, lo que

facilitaria hacer inferencias sobre las similitudes estructurales que poseen.

4.2 Objetivos generales

) Identificacion de patrones de hidrofobicidad distintivos en la secuencia de las enzimas Lisozimas

mediante evaluacion tedrica con el algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns.

I1) Resumir toda la informacion de las comparaciones estructurales de tal forma que podamos

observar graficamente las caracteristicas estructurales que comparten las Lisozimas en estudio.

4.3 Objetivos particulares

I) Construir un dendograma estructural en el que podamos mapear los patrones distintivos de

hidrofobicidad (PDH) para observar su distribucion.

I1) Identificar los agrupamientos (clados) que se forman entre las secuencias en las que se

encontrdé al menos un patrén distintivo de hidrofobicidad.



1) Identificar y cuantificar aquellos patrones de hidrofobicidad que encontremos en las Lisozimas

de Bacterias.

5. METODOLOGIA.

Decidimos usar un algoritmo de busqueda similitud de secuencias que fuese lo suficientemente
sensible para encontrar homoélogos distantes de nuestra secuencia templado o Query. Decidimos
emplear HMMER (22), que es un programa de busqueda de secuencias con una sensibilidad
mucho mayor que la alternativa mas comun, BLAST (13), pues utiliza un algoritmo iterativo basado
en los modelos ocultos de Markov para encontrar posibles regiones de similitud aun entre
secuencias muy divergentes.

Trabajamos con la version de HMMER (v3.0 [22]) que se puede accesar desde un servidor
dedicado en internet (http://hmmer.janelia.org/) y desde alli hicimos buUsquedas en la base de
datos del Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) [32] para encontrar
coincidencias o “hits” de las secuencias en estudio. Una version resumida de los pasos importantes

que seguimos en la metodologia se encuentran en el diagrama de la Figura 7.

5.1 El Dendograma estructural

El dendograma (Figura 8) fue hecho en MEGA 6 (69) con el algoritmo de distancia Neighbor-Joining
[70] y 5,000 réplicas de bootstrap. El dendograma esta hecho a escala, en la que las longitudes de
las ramas corresponden a la distancia genética, la cual estd en términos del nimero total de
sustituciones por sitio. Utilizamos la matriz de JTT (Jones-Taylor-Thornton) como modelo para
inferir la distancia genética. Preferimos emplear la matriz de JTT ya que esta basada en una gran
cantidad de observaciones empiricas (en secuencias divergentes) que toman en cuenta todas las
sustituciones esperadas entre los 20 aminoacidos (69). Cabe aclarar que intentamos utilizar la
matriz de HCA (descrita en parrafos anteriores) para modelar las distancias genéticas y con ello
construir el dendograma, sin embargo, creemos que debido a incompatibilidades con el modelo
que describe las caracteristicas estadisticas del alineamiento (una distribucién Gamma, ver mas
adelante) y a que no establecimos parametros numéricos para el calculo de los vectores de la
matriz (69), MEGA 6 no nos permitio utilizar la matriz de HCA. A pesar de ello y aun tomando en
cuenta que nuestro alineamiento toma un mayor énfasis en los aminoacidos hidrofébicos,

creemos la matriz de JTT podria maximizar la extraccién de informacién util del mismo.
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Sabemos a priori que nuestras secuencias son muy variables, asi que decidimos modelar la
variacion entre sitios. Analizamos nuestras secuencias empleando jModelTest 2 (83). Este
programa nos estableci6 que una distribucion Gamma con un valor de alfa=1 serian los
parametros que mejor describen la variabilidad de las secuencias que trabajamos (69, 83, 84). La
distribucion Gamma con un valor de alfa=1 daria mas peso a las modificaciones en las posiciones
del alineamiento que cambian poco y otorgaria “libertad” a aquellas que varian demasiado (83,
84), algo que es correspondiente a como se ha observado es la tasa de sustitucion para un gen de
Lisozima (16, 75). Por el contrario, como desedbamos hacer 5,000 réplicas de bootstrap, no
quisimos saturar el algoritmo de variables y, dado que nuestras 172 secuencias finales Unicas
incluian solamente a Bacterias, no consideramos necesario ajustar la variabilidad que se esperaria
entre secuencias de organismos pertenecientes a diferentes dominios, por lo que seleccionamos
como “uniformes” los patrones de variacion entre linajes. Basandonos en las recomendaciones del
instructivo del programa MEGA 6, incluir ésta variable en nuestro anélisis -cuando de verdad no
necesitamos modelar tal fendmeno-, posiblemente sélo aumentaria el tiempo de cémputo;

mientras que resulta incierto saber si resultaria benéfico para el resultado (69).

5.2 La Busqueda Secuencias Homaélogas Distantes de la Lisozima Tipo C

En este trabajo buscdbamos hacer una aproximacién general en la comparacion a nivel estructural
de diversas Lisozimas. Nuestro objetivo en la delimitacién de nuestras secuencias de interés
consistié en hacer busquedas con HMMER utilizando la Lisozima Tipo C de ave (nimero de acceso
en el PDB: 3a8z) como parametro comparativo (es la secuencia “Templado” o Query). Esta
secuencia fue seleccionada porque es la que mejor se ha estudiado a detalle en diversos niveles,
como estructural, bioquimico (funcional) y evolutivo (elucidando su posible origen comun
mediante comparaciones con la estructura resuelta de otras Lisozimas disponibles (54, 66, 67).

En la literatura se ha reportado que posee un motivo catalitico en el cual, sélo los aminoacidos que
llevan a cabo la catalisis estan muy conservados. Este motivo catalitico suele ser distintivo porque
se rodea de estructuras secundarias regulares, también muy conservadas, en las que predomina
una hoja beta plegada (66, 67). Esta disposicion de los dos residuos cataliticos importantes, el
nucledfilo y el donador de protones, se encuentra en diversas enzimas de la familia de las
glucésido-hidrolasas, inclusive en aquellas que no poseen la actividad catalitica distintiva y que, en

ocasiones, pertenecen a otra categoria funcional (54, 66, 67).
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Nosotros quisimos utilizar como secuencias templado (Query) aquella Lisozima proveniente del
evento de divergencia mas antiguo; sin embargo, tal cuestién no se puede cumplir dado que el
nivel de divergencia y variabilidad entre ellas (por lo menos 30 familias reconocidas de glucésido
hidrolasas, [66]) impide la delimitacion de aquella secuencia de Lisozima que pudiese cumplir con

tales condiciones (considerarse como “ancestral”).

A pesar de esto, en la literatura se reporta que la Lisozima Tipo C de Ave es buen candidato para
analizar patrones de divergencia de estas enzimas (y de aquellas con caracteristicas similares)
dado la amplia distribucién filogenética y a los motivos cataliticos conservados que en ella se
encuentran (66). Ya que teniamos claro que secuencia utilizariamos para hacer las comparaciones,
utilizamos JackHmmer para hacer las busquedas de forma iterativa y asi encontrar secuencias
homologas distantes.

Es importante mencionar que en HMMER no es aconsejable hacer demasiadas iteraciones, pues el
algoritmo, basado en la construccion de perfiles (profiles) para realizar busquedas con los modelos
ocultos de Markov, podria comenzar a reportar sélo resultados muy similares entre si, lo que
disminuiria significativamente la diversidad de los organismos seleccionados e incluso Ia
variabilidad de las secuencias consideradas como significativas (22). Aunque nuestro objetivo no
es tener una muestra con una gran cantidad de secuencias o muy bien representada, es
fundamental procurar que los resultados reportados incluyan secuencias homélogas distantes.
Dicho esto, reportamos que se hicieron cinco iteraciones (para mantener una muestra variable)
utilizando la Lisozima Tipo C como secuencias templado (Query). La bisqueda se hizo en la base de
datos del NCBI con secuencias no-redundantes y evitando aquellas que fueran resultado de
andlisis ambientales o experimentos de mutagénesis. La penalizacién a la apertura y extensiéon de
gaps se mantuvo en sus valores por defecto; sin embargo, con la intencién de maximizar la
posibilidad de encontrar secuencias divergentes (<30% de identidad) se utiliz6 la matriz de
BLOSSUM 45 en lugar de la de defecto. Esta matriz es considerada como apropiada para hacer

blusquedas de secuencias con homologia distante.

5.3 Alineamiento de las Secuencias

Una vez que se tenian las secuencias que se encontraron con HMMER, el siguiente paso fue
alinearlas para poder analizarlas con el algoritmo HCAmA. Al igual que con otros métodos que

trabajan con la prediccién de la estructura de las proteinas o el anélisis de dominios y/o motivos
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conservados; el método de HCA requiere de un alineamiento entre las secuencias que se
trabajaran [38] (sélo la construccion del diagrama de HCA no lo requiere). A pesar de que existe
una gran cantidad de programas informaticos para alinear secuencias, por su conveniencia y
sencillez se empled el programa ClustalX (68); pues ClustalX permite de una manera muy accesible
cambiar la matriz con la que se guiara el alineamiento. Esta caracteristica es de suma importancia
para nuestro trabajo, ya que en literatura se ha reportado lo conveniente que es utilizar una
matriz especial para analizar la distribuciéon de los aminoacidos hidrofébicos como caracter
estructural (5, 8, 65, 66), y de esta manera maximizar la informacién que podemos obtener con

este tipo de anlisis.

Siendo asi, en lugar de la matriz por defecto de ClustalX, se utiliz6 una matriz que llamamos “la
matriz de HCA” (ver mas adelante) y que se provee de forma gratuita en el paquete de Pedro Silva
(5). Utilizando esta matriz, se alinearon 729 secuencias de Lisozimas de distinta longitud. La mas
pequena fue de 88 aminoacidos, mientras que la mas grande fue de 942. La media fue de 310
aminoacidos.

Quisiéramos mencionar que las secuencias se alinearon utilizando el total de su longitud; es decir,
no fueron editadas en los extremos. Esto se decidié asi pues tal procedimiento de ediciéon podria
predisponer a la eliminacion de aminoacidos importantes para el método (los siete mas
hidrofébicos, VILFMYW) lo que podria tener consecuencias poco deseables, como impactar al
algoritmo discriminador (habria sesgo en el HCA_Score) y dificultar el andlisis visual de las
secuencias (utilizando los diagramas de HCA) en caso de ser requerido. Ademas, la longitud total,
la proporcién y la ubicacion de aminoacidos hidrofébicos son caracteristicas que el algoritmo
correlaciona matematicamente para determinar aquellas secuencias que estan por encima o
debajo del umbral de aceptacion (significancia), por lo que la delecion de segmentos de la

secuencia podria introducir un sesgo cuyo impacto podria ser dificil de establecer con precision.

5.4 La Matriz de HCA

Dado que el método de HCA trabaja con la comparacion de la frecuencia y distribucién espacial de
los aminoacidos hidrofébicos que por sus propiedades suelen “juntarse” y formar agregados o
“clusters”, es altamente aconsejable alinear las secuencias en base a éstas mismas caracteristicas

(5, 8, 66).
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Dentro de los paquetes de Pedro Silva, se encuentra una matriz especial que en este trabajo
denominamos como “Matriz de HCA” (5). Esta matriz sustituye a la que se elije por defecto dentro
de ClustalX (14) (PAM o BLOSSUM) y su labor es favorecer el alineamiento de los agrupamientos
hidrofébicos, al igual que residuos de Prolina y Glicina (ver en la descripciéon del método la
importancia relativa de éstos aminoacidos para el método) entre las secuencias. Con esta matriz,
se penaliza la sustitucion no-sinénima de cualquiera de los aminoacidos hidrofébicos del conjunto
VILFMYW; mientras que cambios sinébnimos adquieren un valor unitario. De forma similar, las

coincidencias para Prolina y Glicina tienen el mismo valor.

Sustituciones “silenciosas”, como por ejemplo, la que puede ocurrir entre Serina y Treonina,
toman un valor de 0.7. Cualquier otro tipo de cambio tiene un valor de cero (5). De esta manera,
se le da un peso preferencial a las coincidencias entre aminoacidos hidrofébicos.

Otra de las cuestiones que me gustaria mencionar, es que la matriz de HCA no es fija y es
facilmente modificable en programas tan comunes como editores de texto estandar, incluyendo
programas como Excel. El investigador puede “jugar” con los valores de penalizaciéon para las
distintas sustituciones de los aminoacidos hidrofobicos y asi “optimizar” el andlisis para proteinas
de caracteristicas distintivas. Por ejemplo, si se analiza un grupo de proteinas similares en los que
haya una notoria tendencia a sustituir aminoacidos hidrofébicos por otros miméticos, se puede
aumentar o disminuir la penalizacion (segin sea el interés) para ésos cambios y con ello
“acomodar” la variabilidad natural que se encuentra en las secuencias de las proteinas, en especial
de aquellas regiones que no se encuentran bajo presién de seleccién o que son naturalmente

hipervariables (5, 8, 38, 50, 65).

5.5 Parametros importantes en el alineamiento

En el articulo de Pedro Silva (5) se menciona que el programa es susceptible a la introduccion de
gaps. Muchos gaps pueden favorecer las coincidencias azarosas ente agrupamientos de
aminoacidos hidrofébicos; por ende, se penaliza la apertura de gaps con un valor minimo de tres
(5). Esto es variable, y en el trabajo se aconseja que de analizar secuencias mas divergentes, se
aumente la penalizacién para la apertura de gaps. Se advierte que si no se penaliza
apropiadamente la introduccién de gaps durante el alineamiento, ClustalX podria favorecer

coincidencias “azarosas” que impacten negativamente el poder discriminatorio del algoritmo.
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Lo anterior, en conjunto con la Matriz de HCA (ver la descripcion mas adelante), facilita la
obtencién de un alineamiento en donde se maximiza la identidad entre agrupamientos de
aminoacidos hidrofébicos, lo que puede favorecer que los resultados obtenidos por el algoritmo
de HCA_Multiple_Analyze sean mas confiables (pues detectan mejor los falsos positivos producto
de artefactos metodolégicos) [5, 8]. Por tal motivo, en el alineamiento hecho con ClustalX se
utilizé una penalizacion a la apertura de gaps de 60. Como nuestras secuencias de Lisozimas son
altamente variables, notamos que ciertamente podrian estar “confundiendo” al algoritmo. Cuando
esto sucede, HCA_Analyze arroja una gran cantidad de resultados “probables” en los que se
advierte explicitamente que la cantidad de gaps dificulta la diferenciacion de resultados
significativos de posibles falsos positivos; comportamiento que el usuario puede advertir

observando los valores relativamente bajos de HCA_Score y/o valor de “E”.

Para encontrar un valor de apertura de gaps que mejor se ajustara a nuestro alineamiento,
hicimos pruebas (los resultados de las mismas no se muestran) con penalizaciones de 30, 40 y 50,
antes de decir optar por el valor de 60, en donde el nimero de resultados “dudosos” disminuia
notoriamente cuando se les comparaba con penalizaciones mas laxas. Aunque se hizo una prueba
con un penalizacién de 70, observamos que es posible que los datos, asi como el algoritmo,
podrian estar llegando a un punto de saturacién, en donde seguir aumentando el valor de la
penalizacion aparentemente ya no influye en la sensibilidad del algoritmo para identificar

correctamente resultados significativos.

5.6 El algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA)

En el sitio (http://www2.ufp.pt/-pedros/HCA_db_index.htm), se pueden encontrar los programas,
hechos en C, para llevar a cabo estos analisis. Hay dos versiones; la primera, “pareada” (Pairwise)
(HCA_Analyze) sélo hace comparaciones pareadas entre dos secuencias. Esta version del algoritmo
difiere de la otra pues no busca patrones hidrofébicos distintivos entre las secuencias comparadas,
asi que por esta razén no lo utilizamos. La segunda version HCA_Analyze_Multiple_Aligns efectta
los analisis entre multiples secuencias y en ellas detecta los patrones distintivos de HCA. En ambos
casos el cédigo ya esta listo para trabajar en Windows (en el caso de Linux hay que compilar el

codigo fuente). Como archivo de entrada, ambos programas utilizan un alineamiento en formato

.pir.
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Dado nuestro interés de evaluar mas de un par de secuencias entre si y de utilizar los patrones
distintivos de HCA (PDH), utilizamos el algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns para trabajar
todas las secuencias que obtuvimos haciendo bisquedas con HMMER. Este programa trabaja con
secuencias que, de forma muy recomendable, ya deben de estar alineadas. Como la metodologia
trabaja analizando de forma preferencial aminoacidos hidrofébicos, también se aconseja alinearlas
con una matriz que evalle las coincidencias encontradas cuando se alinean este tipo de

aminoacidos (como la matriz de HCA).

Posteriormente, el programa procesa -como describimos en parrafos anteriores-, las similitudes en
la distribucion de aminoacidos hidrofébicos contra el total de los mismos en una determinada
secuencia (HCA_Score) [5, 8] y calcula la probabilidad de que las coincidencias no se deban a

simple azar [5] (similar al valor de E de BLAST [13]).

Que todo el proceso se lleve a cabo requiriendo Unicamente las secuencias, no solo facilita la
labor, favoreciendo con ello el andlisis simultdneo de muchas secuencias; sino que ademas,
permite eliminar el factor subjetivo durante la comparacion de los diagramas de HCA, lo que

aumenta el espectro de posibles aplicaciones para el uso generalizado de éste método.

HCA_Analyze_Multiple_Aligns produce como resultado cuatro archivos de salida por separado:

HCA_Analyze_Multiple_Align_Results:

Es el archivo que muestra los resultados de las comparaciones hechas entre las secuencias con
base en las coincidencias entre los patrones de hidrofobicidad. Cada patron que se encuentre (en
un paso inicial del algoritmo) se compara con todas y cada una de las secuencias. Aqui se muestra
los resultados de tales comparaciones separados en columnas que representan distintos
pardmetros. El conjunto de valores para los pardmetros pueden ser interpretados como
indicadores no-directos de homologia entre las secuencias. El mas importante dentro del
algoritmo es el HCA_Score, que representa las diferencias/similitudes en cuanto al niamero y
distribucion de aminoacidos hidrofobicos que existen cuando se comparan al menos dos

secuencias.
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Distinct_HCA_patterns:

Muestra en forma de lista los nombres de las secuencias que poseen un porcentaje de similitud de
HCA menor al 60% (el HCA_Score) en comparacion con todas las demas secuencias que tenemos
en el alineamiento. Las secuencias enlistadas aqui presentan patrones estructurales Unicos o
distintivos. Este archivo de salida es exclusivo del programa que hace las comparaciones mdltiples,
HCAmA. Los resultados de esta lista corresponden a los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad

(PDH).

Minima:

Incluye y nombra a las secuencias (por el identificador que le corresponda en el archivo fasta) mas
divergentes en comparaciéon con todas las demas dentro del alineamiento. A diferencia del listado
en Distinct_HCA_patterns, aqui se resaltan las diferencias no sélo con base en el HCA_Score, sino
gue, ademas, se toman en cuenta los siguientes parametros: Similitud de aminoacidos cargados y
distribuciéon de Prolinas. Este archivo de salida es exclusivo del programa que hace las

comparaciones multiples, HCAmA.

Memorize:
Finalmente, este archivo enlista el nUmero total de secuencias analizadas, su longitud (maxima) y

el nimero de patrones de hidrofobocidad distintivos encontrados.

Con la informacién contenida en estos archivos se puede evaluar la significancia estadistica de las
comparaciones entre secuencias en base a uno o varios parametros. Esta comparacion puede
hacerse entre pares de secuencias o entre multiples, y con ello inferir similitud estructural

posiblemente debida a la homologia entre secuencias.

5.7 Analisis de identidad entre los agrupamientos hidrofébicos de las secuencias seleccionadas

Como se menciond, el método de HCA es especialmente util para trabajar con secuencias
divergentes que no pueden ser analizadas por métodos tradicionales, sin embargo, una de las
criticas mas fuertes al mismo es que requiere de la intervencion experta para interpretar y llevar a
cabo las comparaciones entre los diagramas de HCA que se produzcan para las distintas
secuencias de interés (recordemos que, para una secuencia que corresponde a una proteina, se
obtiene un diagrama de HCA). Inicialmente, la comparacién y/o analisis manual de los diagramas
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era un componente fundamental e inevitable para el método, por lo que cuando las
comparaciones requerian de llevarse a cabo entre un nimero elevado de secuencias/estructuras,
habia un enorme costo en tiempo y esfuerzo. Aunado a estas desventajas, el andlisis de tales
diagramas puede ser subjetivo, pues ademas de estar sujetas al criterio del investigador que
analice los diagramas de HCA (en la determinacion, de, por ejemplo, los limites de un
agrupamiento hidrofébico); con mucha frecuencia es complicado saber cuando la similitud
estructural es suficiente para concluir que es producto de ancestria comin (homologia), o que son
coincidencias que se pueden esperar por puro azar (5, 6, 8). Naturalmente, este problema es
especialmente notorio y dificil de superar cuando hacemos comparaciones entre secuencias
divergentes que usualmente son filogenéticamente distantes.

Una forma de enfrentar estas limitaciones y a la vez fomentar el uso generalizado de un método
gue posee claras ventajas sobre aproximaciones mas clasicas (ver seccion “ventajas del método de
HCA”); en el 2009, Pedro Silva propone un algoritmo que permite disminuir sustancialmente (y en
una primera instancia eliminar por completo) la subjetividad del método, mientras que,
simultaneamente, nos permite automatizar los analisis (5) asi como evaluar la significancia de
éstos. La premisa es que podamos obtener una medida conveniente de la similitud que existe
entre patrones de distribucion espacial de los aminoacidos hidrofébicos (a nivel de secuencia, con
el HCA_Score) considerando siempre la probabilidad de que pudiese existir una correlacion con la
distribucién de los mismos aminoacidos en una secuencia al azar de composicion/longitud similar
(8). Asi, la promiscua insercion de gaps para optimizar el alineamiento de secuencias divergentes
podria favorecer identidades que no son producto del origen comun entre las mismas (5); por lo
que, tomando en cuenta la probabilidad de que, por simple coincidencia, al menos “n”
aminoacidos hidrofobicos se encuentren en un alineamiento de longitud “x” entre dos secuencias
de tamafnos/composicion proporcionales, se convierte en un “factor de ajuste” con el cual
podriamos definir la significancia de nuestros andlisis. Por extrapolacién, un algoritmo puntuador
que evalle los falsos positivos utilizando una aproximacién sencilla durante el alineamiento,
analizara la correlacion que exista entre la longitud de “n” secuencias, la composicion promedio de
las mismas y el nUmero de gaps que se introdujeron para alinearlas. Este es el mismo principio que
utiliza el algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns para identificar los falsos positivos entre
secuencias después de haberlas alineado. El acercamiento es especialmente robusto pues las
comparaciones son pareadas entre las secuencias patréon (leer mas adelante) y todas las demas
que conforman el alineamiento completo, por lo que sélo aquellas genuinamente significativas

seran exitosamente identificadas como tales.
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Para el lector interesado, la formulacién matematica detallada de los conceptos anteriormente

expuestos se puede encontrar en el trabajo de Pedro Silva (Referencia 5).

Como ya podemos notar, es importante notar que el valor P de similitud para las secuencias debe
ser tomado con cautela, pues es dependiente de la longitud del alineamiento (entre mas grande
sea, podriamos tener mayor nimero de coincidencias debidas simplemente al azar) y de la
composicion de las secuencias (5, 8, 65). Esto sucede asi por la distinta tasa de sustitucion que se
presentan en las secuencias y la tendencia que tienen los programas que alinean a “optimizar” el
acomodo global aun entre secuencias que no poseen origen comun, lo que modifica el valor de la
probabilidad total de que el alineamiento obtenido sea correcto (5, 6, 8). Como ya hemos
mencionado, HCA_Analyze_Multiple_Aligns incluye una “funcién puntuadora” que establece un
umbral para diferenciar las similitudes biolégicamente significativas (homologia) de los
“artefactos” metodoldgicos introducidos por las secuencias en funciéon de su tamafo, tasa de
sustitucion y  nivel de divergencia [5]. Una caracteristica distintiva de
HCA_Analyze_Multiple_Aligns es que para hacer una discriminacion mas rigurosa de las
secuencias similares de las que realmente no lo son podemos emplear el archivo de salida que
produce el programa. Asi podemos evaluar un nimero mayor de parametros si éstos se
consideran significativos para nuestro estudio, como podrian ser: la proporciéon de aminoacidos
cargados, la distribucion de Prolinas y el nimero total de aminoacidos hidrofébicos. Llevar a cabo
este andlisis es completamente opcional y, aunque esto podria resultar complicado (aunque de
igual forma se podria automatizar mediante programas (scripts) hechos por el mismo usuario)
podria ser de gran utilidad, como se ejemplifica en el trabajo de Pedro Silva (ver Ref. 5), en donde
se re-analizan casos en los que la similitud estructural es incorrectamente identificada como
homologia, lo que nos indica que el método de HCA, a pesar de sus bondades, produce falsos
positivos que soélo pueden identificarse como tal hasta que se analizan una cantidad mayor de

pardmetros que pueden ayudar a discernir entre los casos mas dificiles.

En parrafos anteriores, desglosamos el contenido de los archivos de salida que se obtienen con el
programa HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA). Dado que, por cuestiones de practicidad, en
este trabajo no se realizaran las comparaciones pareadas de los 172 resultados positivos de un
total de 735 secuencias; se decidié emplear un acercamiento practico al problema utilizando los
mismos resultados del programa. Con tal propésito, se utilizaron los resultados obtenidos y la

l6gica de las comparaciones que se encuentran detras del archivo Distinct_HCA_patterns (que
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enlista los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad). Para hacerlo, obtuvimos un conjunto de
secuencias homologas distantes a la Lisozima Tipo C de Ave, las alineamos empleando la matriz de
HCA, vy, posteriormente, las analizamos con el algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA)
tal cual fue descrito en la descripcién del algoritmo. HCAmA nos encontré aquellos patrones de
hidrofobicidad distintivos analizando todas y cada una de las secuencias presentes en nuestro
alineamiento, al mismo tiempo que nos permitioé identificar aquellas secuencias consideradas

positivas, esto es, que la comparacion de “x” patrén contra “y” secuencia fuese significativa en

términos de la composicion/distribucion de los aminoacidos mas hidrofébicos (VILFMYW).

Aplicar el algoritmo HCAmA nos permite hacer las comparaciones a gran escala, por lo que con las
172 secuencias se construyé un dendograma estructural utilizando un algoritmo de distancia,
Neighbor-Joining. Posteriormente, los 49 Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH)
identificados por el algoritmo HCAmMA fueron mapeados en las ramas del dendograma. Con ello
pretendiamos ser capaces de observar graficamente la distribucién de los patrones PDH en un

dendograma estructural [Figura 7].

5.8 Los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH)

La busqueda de los PDH que se reportan en la lista Distinct_HCA_patterns correspondientes a
secuencias Unicas en el alineamiento, son uno de los pasos iniciales del algoritmo (Figura 7); por lo
que, de hecho, HCA_Analyze_Multiple_Align_Results es el archivo que muestra los resultados de
las comparaciones hechas entre todas las secuencias presentes en el alineamiento contra todos y
cada uno de los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH) que se encontraron dentro del
mismo.

Estos patrones representan secuencias Unicas que nos podrian estar reflejando la diversidad
estructural de nuestras proteinas tomando en consideracién los pardmetros méas importantes
dentro del método de HCA (nimero de aminoacidos hidrofébicos totales y/o compartidos,
distribucién espacial de los agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos, distribucién de
aminoacidos cargados, distribucion de Prolinas, etc.). Para construir el listado de PDH, el algoritmo
HCAmA inicia realizando una comparacion en parejas (pairwise). Selecciona la primer secuencia
del alineamiento y busca otra (dentro del mismo alineamiento) que tenga un HCA_Score menor al
60%; esto es, que sea un 60% mas diferente (en cuanto a la distribucién y composicion de los

aminoacidos hidrofébicos: VILFMYW) a ésta primer secuencia (Figura 7).
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Luego, el algoritmo busca de nuevo una tercer secuencia que tenga un HCA_Score menor al 60%
que cualquiera de las dos secuencias seleccionadas previamente. Este Gltimo paso se repite hasta
que todas las secuencias del alineamiento hayan sido analizadas (Figura 7).

Al final, en el archivo se nombran las secuencias que forman “Patrones Distintivos de HCA” (que
corresponden a los PDH), pues, como lo hemos mencionado, el nimero y distribucion de los
aminoacidos hidrofébicos son significativamente distintos a los que presentan las demas

secuencias en el alineamiento.

h Busqueda de secuencias con

HMMER
h Secuencias en formato -
fasta \ - 1

Se identifican los Patrones Se seleccionan las
Distintivos de Hidrofobicidad = secuencias que contengan
(PDH) en todas las secuencias Se alinean con la matriz al menos un Patrén

h HCA i Distintivo de
Hidrofobicidad
k (resultados positivos)
e

,/

Lista de Patrones Distintivos ] Conjunto de secuencias
Identificados (PDH) . alineadas o “dataset”
' que son analizadas con
algoritmo HCAmA Lista de secuencias en las que se
; . — encontraron los PDH
Se mapean los PDH identificados
en un dendograma
— 83 Opitutaceae bacterium _
g5 Diplosphaera colitermitum Se construye un dendograma
" g - Opiltutus terrae estructural con las secuencias
N I EE—— Leadbetterella nyssophila seleccionadas
- B
82 Pedobacter saltans
L. 74 Gardnerella vaginalis
69 L—— Bifidobacterium longum
—— Rhodococcus opacus
3 a8 55-|— Nocardia farcinica
Precursor Ralstonia

Figura 7. Esquema de la metodologia seguida. Se comienza con la busqueda de homologos
distantes de la Lisozima Tipo C. A las secuencias resultantes se les aplica un filtro de redundancia
(por ejemplo, se eliminan las secuencias 99% idénticas y las multiples copias que un Género de
Bacterias pueda tener para la secuencia templado). Posteriormente, se alinean con la Matriz de
HCA. Este alineamiento es el conjunto de datos que se analiza mediante el programa HCAmA.
Como resultado, se obtienen dos archivos. El primero, contiene valores numéricos que reflejan la
calidad de las comparaciones a nivel de secuencia de los agrupamientos hidrofébicos. El segundo,
es un listado que corresponde a los Patrones Distintivos de HCA. Los patrones reportados en esta
lista, se mapean en un dendograma construido con las 172 secuencias comparativamente
significativas obtenidas en el primer archivo. La visualizacién de los patrones en el dendograma,
nos permiten hacer inferencias de similitud a nivel estructural, a la vez que nos permite resumir una
gran cantidad de informacion de manera eficiente y concreta.
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En la literatura (5, 8, 58, 64) se reporta que hay evidencia para suponer que la estructura de una
gran cantidad de proteinas es similar en cuanto al nimero de agrupamientos de aminoacidos
hidrofobicos que les componen; lo que a su vez, nos permite suponer que muy posiblemente
aquellas méas parecidas en este aspecto también podrian tener funciones y estructura
tridimensional similar; por lo menos en cuanto a la proporcién y tipo de estructuras secundarias

que poseen (6, 8, 38, 50).

6. RESULTADOS

Obtuvimos 10546 secuencias con HMMER después de cinco iteraciones. En ésas 10546 secuencias
habia 9742 de Bacterias, 475 de Eucariontes, 59 secuencias provenientes de Virus (fagos) y 270
secuencias sin clasificar. Aunque se utilizé la base de datos no-redundante del NCBI para la
blsqueda de secuencias, en lo resultados se obtuvieron muchas secuencias repetidas, asi que para
reducir el nUmero de comparaciones redundantes y analizar sélo secuencias que entre ellas fueran
significativamente distintas, se hizo una limpieza inicial que consistié en dejar una secuencia
correspondiente a s6lo una especie de cada género en la que se haya encontrado el gen de Ia
Lisozima Tipo C (p. €j. s6lo se mantuvo a Helicobacter pylori como Unica representante del género.
Todas las demas 371 especies o cepas del género Helicobacter no fueron seleccionadas para
incluirse en el andlisis). La seleccion de qué secuencia/especie se quedaria en el conjunto de datos
a analizar (dataset final) se hizo con base en el valor de “E” y a la puntuacion de significancia (bit
score), segln los valores numéricos obtenidos de HMMER. Al final de este procedimiento, el

numero total de secuencias fue reducido a 729.

Estas 729 secuencias ya curadas (libres de secuencias redundantes) fueron analizadas con el
algoritmo HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmA), con lo que obtuvimos como resultado 229
secuencias por encima del umbral de aceptacion (resultados positivos) y un total de 49 patrones
distintivos. Eliminando aquellas comparaciones positivas que se consideraban como significativas
entre si mismas [referirse a las discusiones para una explicacion elaborada de este artilugio

metodolégico del algoritmo] nos quedamos con 172 secuencias positivas verdaderas.

Subsecuente a estas multiples depuraciones de secuencias repetidas, mapeamos los 49 Patrones
Distintivos de Hidrofobicidad (PDH) obtenidos con el algoritmo HCAmA sobre un dendograma que

se construyé con las 172 secuencias finales positivas. Quisiéramos resaltar que el dendograma se
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construyd manteniendo los gaps que se insertaron durante el alineamiento original de las 729
secuencias. Estos gaps previamente insertados no fueron “reseteados” para hacer un nuevo
alineamiento. Esto se decidié asi porque nuestro interés no era construir una “filogenia”, sino
obtener un dendograma hecho con un algoritmo que nos permitiera analizar la similitud
estructural entre agrupamientos de HCA y con ello delimitar cuidadosamente las agrupaciones y
patrones que éste dendograma nos mostraba (usamos Neighbor Joining [70]), pues puede analizar
la distancia genética, -concepto que es facilmente extrapolable como un indicador de similitud

entre secuencias- [70, 71]).

Eliminar los gaps originales (dentro del alineamiento de las 729 secuencias) y comenzar el analisis
de nuevo (con lo que se insertarian “nuevos” gaps de acuerdo a la nueva muestra) para mejorar el
6ptimo global del alineamiento de sélo las 172 secuencias aceptadas seguramente generaria
agrupaciones nuevas que ya no serian descriptivas de la diversidad estructural que estaba

contenido en el alineamiento original de las 729 secuencias.
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Figura 8. Dendograma estructural. Podemos notar que el dendograma consta de: 90 secuencias
de Proteobacterias, 29 secuencias de Bacteroidetes, 16 secuencias de Actinobacteria, 19
secuencias de Firmicutes y 18 secuencias de algunos otros 6rdenes representados en menor
proporcién, como, Verrucomicrobia (5), Synergistetes (5) y Deinococcus (4), otros érdenes, como
Fusobacteria y Planctomycetes sélo tienen una secuencia representante. El arbol también posee
una Unica secuencia del Fago de Escherichia coli. El arbol completo en un tamano legible puede

apreciarse con mayor detalle en la secciéon: Anexos, de este trabajo.

\A 1 [TfT
4

‘, Qt‘,ﬂ ST

24



Tabla 3. Listado de los 49 Patrones Distintivos de Hidrofobicidad
(PDH). En estas columnas, se muestran el simbolo y color de cada
uno de los 49 PDH, asi como su nombre y representatividad. La
representatividad de los PDH (tercera columna) hace referencia al
nimero total de secuencias en las que se identificaron dos o mas
PDH. Los patrones que soOlo se encuentran en una Ssecuencia
portadora son las secuencias “Singlets™.
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7. DISCUSION

7.1 Las Lisozimas de Bacterias como modelo de analisis estructurales

Desde los afos 80 ha existido la duda respecto al origen y parentesco de las 100 diferentes
familias de Glucésido-hidrolasas, stper familia a la que pertenecen las enzimas Lisozimas (23, 66).
Estudios especificos (16, 50, 53, 66, 67, 73) se han llevado a cabo para tratar de encontrar similitud

que se pueda interpretar como homologia, y, aunque los resultados son variables, el consenso
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indica que, al menos a nivel estructural, la mayoria de las Lisozimas estudiadas poseen
caracteristicas que ciertamente apuntan a un muy plausible origen comuan (16, 17, 66, 73).
Anteriormente, las limitaciones en cuanto a las secuencias disponibles o a las estructuras
tridimensionales ya resueltas impedia realizar un gran nimero de comparaciones, por lo que era
dificil hacer inferencias de gran poder predictivo, asi que por mucho tiempo el posible origen
comun de toda esta gran diversidad de Lisozimas sélo se mantuvo como una hipétesis basada en
evidencia limitada (16, 49, 53, 67).

En la actualidad, el panorama es distinto. Ahora contamos con una enorme cantidad de
informacion, el problema es que la misma dificulta el analisis detallado de las distintas Lisozimas, y
en definitiva, el costo y dificultad que podria representar resolver las estructuras de una muestra
que resulte significativa para hacer inferencias es prohibitivo. La opcién que parece mas viable es
explotar al maximo la informaciéon con la que contamos. En las bases de datos se encuentran
muchas secuencias pero con pocas estructuras resueltas, asi que las dificultades que se pueden
encontrar para llevar acabo andlisis conjuntos (de secuencia y estructura) ciertamente podria estar
limitando nuestro conocimiento respecto a multiples aspectos (incluyendo la evolucion) de éstas

enzimas. El reto, ahora, es entender como podemos sacar el maximo provecho de tal informacion.

Aqui presentamos como una opcion viable el método de Pedro Silva (5) aplicado a un problema
que lleva mucho tiempo sin encontrar una respuesta confiable; este es, la diversificaciéon vy
variabilidad de las Glucésido-hidrolasas de la familia 22, las enzimas Lisozimas. Estas enzimas no
representan un problema trivial, lo que nos lleva a resaltar las siguientes observaciones respecto a

éstas enzimas:

1) La actividad catalitica es llevada a cabo por sélo dos aminoacidos, (algunos proponen un
tercero, [53]) y, aunque usualmente invariantes, pueden encontrarse a distancias muy distintas en
la secuencia, e inclusive, cambiar de posicion a nivel estructural en diversas Lisozimas (53, 66, 67).
Por esta razon, los algoritmos -aun con matrices dindmicas- pueden fallar en la labor de encontrar
6ptimos locales durante el alineamiento, lo que se traduce en dificultad para encontrar dominios o
motivos conservados entre comparaciones de multiples Lisozimas. Que la mayoria de las Lisozimas
sean multidominio complica ain mas esta labor, al mismo tiempo que nos indica que un estudio
apropiado de las mismas implica la capacidad para lidiar con tal modularidad (algo que muchas

metodologias actuales no pueden enfrentar).
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2) Aun si consideramos que se ha logrado ubicar el dominio glucésido-hidrolasa (que define a la
mayoria de las Lisozimas estudiadas, pero también a otras enzimas que no pertenecen a la misma
familia (76); el motivo/dominio que es el encargado de “ubicar” en la posicién correcta a los
aminoacidos que llevan a cabo la catélisis es altamente variable (66). En ocasiones, esta
variabilidad esta en funcion de la estructura tridimensional del sustrato, por lo que enzimas que
actuan sobre diversos sustratos -como las Lisozimas-, oscurecen los resultados de ensayos
bioquimicos que ayudan en su identificacién. Naturalmente, esto imposibilita la delimitacion de las

Lisozimas de acuerdo a su funcion.

3) A nivel de secuencia, algunas Lisozimas son tan variables que dificilmente se pueden identificar
como homoélogas a menos que se utilice algin tipo de informacion estructural (53, 54, 66, 67, 75).
En ocasiones, esta variabilidad es capaz de producir similitud “enganosa”. Cuando esto sucede, es
posible que en los pasos iniciales de un alineamiento se agrupen secuencias que pertenecen a
organismos filogenéticamente distantes. En este punto, quisiéramos enfatizar que durante la
realizacion de este trabajo, pudimos notar discordancias filogenéticas notables, como, por
ejemplo, que una Lisozima Tipo C de Eucarionte tenga un porcentaje de identidad mayor contra
una de Fago (al menos parcialmente) que con otra de algiin otro Eucarionte, como la Lisozima Tipo
C de Pavo cristatus (Pavo real). Creemos que la variabilidad a nivel de secuencias y tasa acelerada
de mutacién a la que estan sujetas algunas de las secuencias (principalmente paralogas) de las

Lisozimas, podrian estar produciendo estos artilugios metodoloégicos.

4) Las Lisozimas presentan regiones de similitud estructural local muy marcada, pero la misma es
dificil de detectar entre las representantes mas divergentes, aun cuando éstas pertenezcan a

organismos filogenéticamente emparentados (66, 67).

5) Se ha encontrado que en el genoma de muchos mamiferos hay abundantes copias de genes que
codifican para algun tipo de Lisozima (16, 17). La propuesta es que la tasa de sustitucion de
muchas de estas secuencias, asi como su ubicacion aparentemente “desordenada” dentro del
genoma de alglin organismo, se puede tomar como un indicador de que, en realidad, se trata de
genes xendlogos. Por el momento, la historia evolutiva de dichas enzimas (de las Lisozimas
“ancestrales”) es desconocida (53, 54, 75), pues no ha sido factible identificar correctamente los
genes ortélogos para llevar a cabo las reconstrucciones filogenéticas que muy posiblemente

arrojarian informacion valiosa para resolver la cuestion (16).
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Los intentos que se han hecho, sélo toman en cuenta secuencias con mas del 40% de identidad, lo

que, de nuevo, excluye del andlisis a las proteinas mas divergentes (16).

6) En este trabajo hipotetizamos que, aun si contaramos con los genes ortélogos de las Lisozimas
en estudio, tendriamos el gran problema de que la filogenia resultante (una genealogia) muy
posiblemente mostraria cierto nivel de discordancia con una filogenia de especies (algo que, de
hecho, es evidente con nuestro dendograma estructural, [Figura 8]), fendbmeno que es muy
observado cuando el marcador molecular tiene una tasa de sustitucién muy elevada, sufre
duplicaciones frecuentes, las secuencias son transferidas horizontalmente y/o la topologia del
filograma resultante muestra evidencia de que las secuencias han sufrido un fenémeno conocido
como reemplazo de genes no-ortdlogos, lo cual es perfectamente compatible con lo que

esperamos podria ocurrir a las secuencias de Lisozimas (16, 17, 38, 73).

En el caso de secuencias con un porcentaje de identidad muy aceptable (mayor al 85%), la
identificacion de aminoacidos esenciales para la actividad catalitica, asi como para mantener una
estructura tridimensional estable, se puede lograr con un alineamiento bien cuidado, lo que
implica una correcta eleccion de la matriz que evaluaré las sustituciones, asi como penalizaciones
a la apertura y extension de gaps acorde con las secuencias que se evaluaran (53, 17). Sin
embargo, con las secuencias mas divergentes, los patrones de conservacién de aminoécidos,
inclusive los patrones de variabilidad, sélo pueden ser evaluados objetivamente a niveles

estructurales (49, 75).

7.2 Problematica con las Lisozimas de Bacterias.

Como ya lo mencionamos en resultados, haciendo busquedas con JackHmmer (22), obtuvimos
10546 secuencias de Lisozimas. Los pardmetros de blUsqueda enfatizaban la identificacién de
secuencias homoélogas distantes. Interesantemente, JackHmmer encontré 9742 secuencias que
pertenecian a bacterias, algunas de ellas con valores de expectativa (E-value) altos y de BitScore

bajos, que enfatizaban las diferencias a nivel de secuencia.

La abundancia de estas secuencias -aun en las Ultimas rondas de la busqueda iterada-, nos hizo
cuestionar: ;por qué existen tan pocos trabajos en los que se estudia a las Lisozimas de bacterias a

pesar de la evidente disponibilidad de tales secuencias?. Pensamos que la respuesta radica en que
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la mayoria de los estudios son sélo de tipo estructurales, y las siper-imposiciones suelen llevarse a
cabo sélo entre las Lisozimas mas estudiadas (no olvidemos que, generalmente, son las Unicas que
cuentan con estructura resuelta).

En muchos de estos estudios la constante es la declaracion de que, a nivel de secuencia,
practicamente no existe semejanza, mientras que a nivel estructural, hay caracteristicas, que si
bien similares, es posible que se deban soélo al azar y por ello no es posible considerarlas
certeramente como producto de un origen comdn (66, 67). Hacer inferencias y estudios con
enzimas muy divergentes (en donde algunas son mas y otras menos) resulta complicado, pues el
valor predictivo de tales estudios se ve altamente comprometido. Los andlisis mas tradicionales,
como la inferencia filogenética, suelen llevarse a cabo utilizando solamente secuencias que
presentan, al menos 40% de similitud entre ellas (16), por lo que los estudios suelen arrojar
resultados con buen sustento pero muy sesgados (38), ya que, deliberadamente, se omiten
aquellas secuencias variables que suelen resultar problematicas, pero que definitivamente podrian

resultar no sé6lo complementarias sino altamente informativas (16).

El acercamiento que este algoritmo nos permite es Gnico y muy robusto, pues, aunque se trabaja
sobre la secuencia, el andlisis es estructural. Recordemos que desde el paso inicial en el
alineamiento, las secuencias fueron alineadas con una matriz especial (Matriz de HCA) que alinea
en base a las coincidencias entre agrupaciones (clusters) de aminoacidos hidrofébicos. Con éstos
aminoacidos hidrofébicos podemos hacer inferencias estructurales en base a la presencia,
cantidad y ubicacién de los agrupamientos que forman, pues ya se ha confirmado que éstos son
de gran utilidad para detectar homologia entre secuencias filogenéticamente distantes (4, 6, 8, 42,
50, 58, 64). Fue asi que el algoritmo nos permitié enfocarnos en las Lisozimas de bacterias, que
son las Lisozimas menos estudiadas y para las cuales la informacién estructural es sumamente
limitada.

El estudio detallado de cada una de las Lisozimas bacterianas incluidas en el trabajo esta fuera de
los alcances pretendidos dentro de nuestros objetivos; sin embargo, pudimos confirmar de forma
grafica lo que se ha reportado en literatura (23, 24). Son secuencias altamente variables y de muy
diversos tamanos. Los alineamientos tradicionales (hechos sin la matriz de HCA) requieren una
enorme cantidad de gaps y ello sélo para favorecer las coincidencias entre regiones pequenas (no
mas de 10 aminoacidos, en muchos casos). En la seccion “Resultados” de este trabajo ya hemos
mencionado que una gran cantidad de secuencias aparecen como sin clasificar, inclusive, en

algunos casos la misma es dudosa (23).
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Con la intencion de hacer un acercamiento inicial en tal aspecto, hicimos busquedas con
JackHmmer para las primeras 5 de las 270 secuencias que se encontraban como “sin clasificar” en
la base de datos no-redundante del NCBI (resultados no mostrados). En todos los casos, algunas
de las mejores coincidencias (hits) para tales secuencias corresponden a representantes
bacterianos. Debido al nimero tan reducido de las secuencias comparadas y a la aproximacién tan
sesgada que hicimos del fenémeno, realmente no es posible generalizar sobre los resultados, por
lo cual es muy dificil saber si ésas 270 secuencias pertenecen a bacterias cuyo genoma no ha sido
secuenciado completamente o no estan correctamente anotadas. Cabe resaltar, que el algoritmo
de HCA no encuentra patrones distintivos en el alineamiento inicial que incluia a dichas secuencias
“sin clasificar”; esto, aunado a que el algoritmo de HMMER encuentra el dominio transglicosilasa
caracteristico de una gran cantidad de Lisozimas (76) podemos tomarlo como evidencia, al menos
indirectamente, de que éstas secuencias son, efectivamente, Lisozimas bacterianas. Enzimas con
marcadas caracteristicas de Lisozima (tan marcadas que incluso HMMER puede detectarlas) no
estén correctamente clasificadas o por lo menos identificadas como posibles glucésido-hidrolasas,
pensamos que puede interpretarse como evidencia a favor de que las Lisozimas de bacterias han
sido poco estudiadas, y esto se refleja en que existe limitada informacion respecto a su

clasificacion (16, 17, 23).

En las Lisozimas de virus y bacterias mas estudiadas (muy pocas), el sitio catalitico es variable; en
ocasiones faltan los aminoacidos responsables (17, 75) o estan en diferentes posiciones, ya sea en
el alineamiento o en la estructura tridimensional (53, 54, 66, 67, 75). Los dominios tampoco estan
del todo conservados; algunas Lisozimas tienen estructuras en las que predominan las alfa/beta,
otras son predominantemente alfa-hélices interconectadas mediante "asas” o loops hipervariables
con hojas beta, y en ocasiones, la estructura central es un TIM-Barrel que presenta asociaciones
con diversas estructuras secundarias de conexion (coiled-coils) y/o plegamientos caracteristicos,
como el TIM-Barrel “central” que poseen en su estructura una gran cantidad de Lisozimas (77). Por
si fuera poco, las Lisozimas de bacterias y fagos presentan el fenémeno de modularidad (54, 75),
que hace referencia a la hipétesis de que muchas Lisozimas estan constituidas por repeticiones del
mismo o diferentes dominios; inclusive, algunos que no son comunes dentro de la familia de las

Lisozimas, lo que dificulta la deteccién e identificacién de motivos/dominios conservados.
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7.3 Utilidad de los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH)

La cuestion es, como enfrentamos el estudio de enzimas tan variables y divergentes. Es evidente
que la identificacién de caracteristicas muy comunes no es la opcién, pues de esta manera sélo
podemos estudiar secuencias/estructuras de proteinas muy similares, lo que excluye a aquellas
gue, a pesar de tener un origen comun, han divergido tanto que ya no poseen las caracteristicas
ancestrales mas conservadas. Analizar tomando en cuenta toda la variabilidad existente tampoco
parece ser lo mas acertado -ademas de ser altamente impractico-, pues si tenemos una enorme
diversidad y por ello estamos dispuestos a trabajar con todas las secuencias/estructuras mas
variables, se vuelve muy complicado delimitar hasta qué punto ésa variabilidad es todavia
producto de la divergencia y evolucién de las secuencias/estructuras a través del tiempo. En este
caso, no podemos ignorar el hecho de que esta flexibilidad “juegue” en contra y facilite la inclusién
de secuencias/estructuras que en realidad no poseen un origen comun, lo que por supuesto,
podria tener implicaciones no previstas para el estudio.

Aqui, consideramos que la respuesta podria recaer en analizar la predisposicion de éstas proteinas
a formar determinada estructura tridimensional. Ya no evaluariamos una presencia/ausencia de
caracteres estructurales, sino la capacidad de producirlas, capacidad que, esperamos, sea aquella
caracteristica intrinseca heredable, producto de la ancestria/descendencia. Si estamos en lo
correcto, la presencia de las estructuras ya no define el posible origen comin de las
secuencias/estructuras; es, mas bien, el resultado de la influencia de la seleccion natural y las
presiones diferenciales a la que estan sujetas a través del transcurso del tiempo. Para analizar esta
capacidad de formar estructuras que adopten un plegamiento caracteristico, similar y
posiblemente con funciones analogas, el algoritmo se enfoca en la distribucién de los aminoacidos

hidrofébicos.

El analisis de los patrones distintivos de hidrofobicidad puede ser altamente informativo, pues,
aun concentrandonos en el analisis de sélo los aminoacidos hidrofébicos, podemos extrapolar los
resultados y obtener informacién sobre la tendencia que tienen las proteinas a formar estructuras
irregulares, pues aquellas regiones carentes de aminoacidos hidrofébicos que no estén
correlacionadas con la formacién de estructuras secundarias podrian estar participando en la
formacion de loops o estructuras de interconexiéon entre dominios, las cuales, poseen una
asociacion estadistica muy sélida con los aminoacidos hidrofilicos, como lo son P, G, D, N, S (42).

Por analogia, si una estructura es similar en cuanto a la distribucion espacial de sus aminoacidos
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hidrofébicos, también es posible que lo sea en las regiones “desordenadas” usualmente
abundantes en aminoacidos polares o hidrofilicos, pues la hidropatia (tendencia a repeler o
aceptar la interaccion con moléculas de agua [76]) es una caracteristica mutuamente excluyente;
es decir, una misma region no puede ser hidrofébica e hidrofilica en el mismo instante; sin
embargo, esta dicotomia entre aminoacidos polares y no-polares, es la que se piensa, es
primordial para el plegamiento tridimensional de las proteinas (4, 38, 42, 76). Dentro del contexto
gue veniamos manejando en parrafos anteriores, esto favorece un tratamiento mas realista de la
diversidad en el que ya no se analiza con base en presencia o ausencia de caracteres estructurales,
sino a la capacidad de formar tales estructuras (la caracteristica heredada, que nos habla de un

posible origen comun).

Entonces, aplicado a 729 secuencias en las que solamente habia una especie representante de un
Unico género -esperando que con esto pudiésemos reducir la redundancia del estudio-, obtuvimos
49 patrones distintivos de HCA, pero s6lo 172 resultados positivos o por encima del umbral de
aceptacion; lo que esto quiere decir es que son secuencias significativas para llevar a cabo
comparaciones multiples. Esta disminuciéon de los resultados corresponde a que el algoritmo
considera como resultados significativos las comparaciones pareadas entre las secuencias patrén y
la secuencia en si misma (en la literatura se suelen denominar “Singlets”). Como son las secuencias
las que poseen los patrones distintivos, cuando un patrén es comparado contra la secuencia que le
dio origen, el resultado es positivo, pues existe concordancia en cuanto a la distribucion de sus
agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos; sin embargo, esto es un artilugio del algoritmo que
puede ser ignorado (5), pues comparar una secuencia contra ella misma y encontrar algin patrén

(de cualquier tipo) es completamente carente de utilidad.

Ahora, seria posible pensar que s6lo unos cuantos patrones distintivos de HCA son compatibles
con una gran cantidad de “tendencias” hacia la adquisicion de determinados plegamientos
(predisposicion que en la literatura ha comenzado a denominarse como “el foldoma”) de una gran
cantidad de representantes de diversas familias de proteinas globulares (clasificadas en base a la
estructura tridimensional), cuestion que posiblemente nos esté reflejando que cualidades o
caracteristicas no tan variables, como lo es la distribucion de los aminoacidos hidrofébicos (5, 50),
sean los responsables de limitar (al menos en parte) el universo de posibles plegamientos, aun de

las proteinas globulares mas distintas!!? (38, 50, 65, 73).
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En apoyo a los resultados que estamos obteniendo, Orengo et al. en 1994 proponen que existen lo
que ellos llaman super-plegamientos (“superfolds”); plegamientos tan comunes que son capaces
de describir el 30% de todas las proteinas globulares (77). Uno de ésos super-plegamientos, el
TIM-Barrel, es una estructura que predomina en algunas Glucésido-hidrolasas, pero la divergencia
y eventual degeneracién hacia la adopciéon de estructuras interconectadas por distintas
estructuras secundarias es lo que parece preponderar en las Lisozimas, por lo que, consideramos
nosotros, analizar la composicién y distribucion de, principalmente, los siete aminoacidos mas
hidrofébicos (VILFMYW), que en conjunto podrian influenciar la capacidad de adoptar un
plegamiento determinado, podria ser mas informativo que identificar la presencia/ausencia de
estructuras/dominios tridimensionales, en especial si el enfoque es el estudio de

secuencias/estructuras altamente versatiles.

7.4 Detalles importantes de las secuencias analizadas

Como dato interesante, a diferencia de PSI-BLAST, en HMMER, los resultados que se obtienen en
las Gltimas iteraciones suelen ser mas significativos que los primeros (22). Considerando que
empleamos la Lisozima Tipo C de un ave como secuencia templado (Query), hipotetizdbamos que
las secuencias homélogas mas distantes que el algoritmo encontraria corresponderian a Bacterias
y/o Fagos, -algo que si ocurrié-, por ello, nuestro dendograma posee 171 secuencias de Bacterias y
una de Fago (el de Escherichia coli); sin embargo, también esperdbamos que los resultados mas
significativos (en términos de los estadisticos de confianza del algoritmo de HHMER) fueran
secuencias de Lisozimas pertenecientes Unicamente a Eucariontes. Esto Ultimo no se cumplid; de
hecho, nuestro dendograma construido casi en su totalidad con Lisozimas de bacteria, incluye
alrededor de un 10% de las secuencias encontradas en la Gltima ronda de iteracién en HMMER. No
seleccionamos todas las secuencias que encontramos en la Ultima iteracion por dos razones

principales:

1) Nosotros tenemos como objetivo analizar secuencias homologas distantes de Lisozima; por lo
mismo, consideramos que las Lisozimas de bacteria encontradas en la Ultima iteracion tendrian
gran posibilidad de ser homologas cercanas de nuestra enzima templado (con base en,
nuevamente el valor de “E” y Bit-Score), por lo que su utilidad para cumplir nuestros objetivos

podria ser limitada.
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2) Muchas de estas secuencias resultaron ser secuencias repetidas de aquellas con un valor de “E”
muy bajo y un BitScore muy alto, y recordemos que para evitar redundancias en los resultados, se
hizo una depuracidn inicial de secuencias; por tal motivo, muchas de las secuencias repetidas (aun

aquellas con buenos valores estadisticos) fueron descartadas en el estudio.

Nos resulta muy interesante que el algoritmo (HMMER en especial, que es mas capaz de buscar
secuencias distantes y/o muy divergentes) nos indique que la secuencia de la Lisozima Tipo C de
un ave (una Lisozima Eucarionte) sea estadisticamente similar a la secuencia de las Lisozimas de
Bacterias. En la literatura esta altamente debatido si todas las Lisozimas son homologas a pesar de
su divergencia a nivel de secuencia, y todavia mas, cudl, de las diferentes versiones que parecen
existir, es la que podemos considerar como la versién ancestral; o por lo menos, mas similar a la
version ancestral. Asi que, ¢Es posible que HMMER nos esté mostrando evidencia de que las
Lisozimas de Eucariontes y Bacterias tienen un origen comun basados en la similitud a nivel de
secuencia?. Recordemos que la similitud estructural es lo que define a las Lisozimas, asi como la
evidencia mejor estudiada que apoya con mayor fuera la hipétesis de homologia; algo que no
sucede con la secuencia.

Aunque los resultados de la bisqueda con un algoritmo de similitud (como lo son HMMER o
BLAST) son insuficientes para invocar un posible origen comun y con ello resolver cuestiones de
homologia, este hecho, que si bien podria no ser mas que un artilugio metodolégico, nos llamé Ia

atencién lo suficiente como para hacerlo notar.

7.5 Agrupamientos estructurales

Como ya lo hemos enfatizado en parrafos anteriores, el nuestro, es un dendograma estructural
gue muestra la relacién que existe entre las secuencias, los aminoacidos hidrofébicos que poseen
y las estructuras secundarias que pueden formar. Lo que la topologia del dendograma muestra,
son las agrupaciones entre las secuencias de acuerdo a la similitud que poseen en términos de la
ubicacién, composicién y longitud de sus agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos. Lo anterior
no implica que aquellas secuencias que formen un agrupamiento (o un “clado”) posean el mismo
PDH o que necesariamente tiendan a adoptar una estructura tridimensional idéntica; mas bien, lo
gue este agrupamiento de ramas indica, es que existe similitud espacial entre sus agrupamientos
de aminoacidos hidrofdbicos, por lo que podrian estar formando estructuras secundarias regulares

similares (Figura 8). Estas estructuras secundarias regulares, en conjunto, pueden servir de “mapa
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topografico” para predecir el plegamiento que adoptara determinada proteina, pero de ninguna

manera indican que poseen la misma estructura tridimensional.

En trabajos en los que se usa un dendograma como guia para establecer similitud estructural entre
proteinas, se ha observado que suele existir cierto nivel de concordancia filogenética con una
filogenia de especies (16, 17). Esto significa que los patrones estructurales de las proteinas de
diversos organismos suelen ser correspondientes con la clasificacién taxonémica de los

organismos o especies portadoras. En nuestro caso, observamos una tendencia similar.

El dendograma muestra regiones (o sub-arboles) en los que se agrupa casi exclusivamente a
Proteobacterias, mientras que otras agrupan soélo a Bacteroidetes, etc. En las regiones en las que
se agrupan a organismos de distintos érdenes observamos una gran prevalencia de secuencias con
ramas largas. En este trabajo no discutiremos a fondo (pues esta muy fuera de nuestros objetivos)
el fendbmeno de atraccién de ramas largas y las implicaciones que pueda tener en las agrupaciones
mostradas en el dendograma; sin embargo, creemos que las similitudes azarosas que puede haber
en cuanto a la composicion de aminoacidos hidrofébicos entre este tipo de secuencias,
ciertamente podria estar favoreciendo la aglomeraciéon de secuencias que pertenecen a distintos
ordenes. Notablemente, aunque la técnica del bootstrap (fuertemente criticada por ser inconclusa
bajo escenarios dificiles (82), en general, muestra valores de soporte bajos en las ramas del
dendograma (en mas del 70% del arbol son menores al 50%, Figura 8), resulta de utilidad para
identificar aquellas regiones que poseen concordancia filogenética dentro del dendograma, esto
es, el dendograma estructural muestra ramificaciones similares a las que se observan en una
filogenia de especies.

Recordemos que las agrupaciones (clados) muestran las similitudes que existen en la composicion
de aminoacidos hidrofébicos entre la secuencias involucradas, por lo que la interpretacion del
bootstrap en tales ramas, no se limita a ser sélo una medida de soporte de las mismas; asi que,
sumado a la gran variabilidad de las secuencias con las que el dendograma fue construido,
consideramos que los valores bajos pueden ser resultado de artilugios metodolégicos, como: a)
Alineamiento sesgado, b) No todos los sitios del alineamiento son informativos, ¢) Como el
bootstrap es un muestreo con reemplazo, se pueden estar perdiendo sitios de importancia vital
para el soporte de determinadas ramas, d) Es sabido que, en general, para los andlisis de
secuencias altamente divergentes mediante distancias genéticas (NJ), el soporte de bootstrap es

bajo y puede subestimar la “veracidad” de los clados [Brocchieri, 2001].
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7.6 Representatividad de los PDH

Los PDH [Patrones Distintivos de Hidrofobicidad] son arreglos “Unicos” de acuerdo a la distribucién
y abundancia de aminoéacidos hidrofdébicos que podemos encontrar en las secuencias de las
proteinas. Dado que existe evidencia de que los aminoacidos hidrofébicos juegan un papel
preponderante en la estructura de las proteinas, las secuencias de una enorme cantidad de
proteinas pueden ser evaluadas en términos de la composicion de tales aminoacidos (8, 38, 50,
65). Gracias a lo anterior, la utilidad mas notoria de estos patrones de hidrofobicidad -que
encontramos haciendo uso del algoritmo de HCAmMA- es que nos permiten identificar
caracteristicas comunes entre secuencias que resultan filogenéticamente distantes, por lo que
podrian ser una herramienta confiable para afrontar el estudio estructural de enzimas
divergentes, pues son menos sensibles a la variabilidad que se pueda presentar entre las
secuencias, como la ya mencionada presencia/ausencia de estructuras regulares e inclusive

dominios estructurales completos (5, 6, 38, 50, 65, 66, 67, 73).

Cuando mapeamos los 49 Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH) en las ramas de nuestro
dendograma estructural con las 172 secuencias positivas, pudimos apreciar cuales resultaron ser
las agrupaciones entre las distintas secuencias, a la vez que fuimos capaces de identificar la
disposicion peculiar de los 49 PDHs mapeados sobre él (Figura 8 y Tabla 3). Lo primero que
podemos notar es que hay patrones distintivos de hidrofobicidad con una distribucién filogenética
mas amplia. Esto es, el algoritmo de HCAmA encuentra que algunos de ellos son mas recurrentes
que otros [Figura 10]. Por ejemplo, el patrén Tannerela (recordemos que los patrones llevan el
mismo nombre que las secuencias en las que fueron encontradas) que corresponde a la secuencia
de Tannerela sp., es el patron mas abundante, ya que se encuentra en 24 secuencias (o especies)
distintas [Figura 9 y 10]. Esta secuencia/patréon estd clasificada dentro del orden de las

Bacteroidetes, que son el segundo grupo mas representado en el dendograma.

Aunque analizar minuciosamente los diagramas de HCA para 172 secuencias (que ya incluyen a los
49 PDH) no figura dentro de nuestros objetivos, nos dimos a la tarea de hacer una inspeccion
visual detallada de los mencionados diagramas en algunas de las secuencias (las de los patrones
con mayor representacion, asi como algunos diagramas de secuencias no-repetidas que

detallaremos mas adelante).
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Cuando observamos el patron de Tannerela sp. en un diagrama de HCA [Figura 9], podemos
observar que es una secuencia grande, con aprox. 460 aminoacidos (el tamano promedio para
otras Lisozimas en el andlisis es de 350 aa’s). La presencia de una gran cantidad de agrupamientos
de aminocidos hidrofébicos de gran tamano, en la mayoria de los casos de mas de 4 aminoécidos,
que es el tamano “estandar” para definir la longitud minima de un agrupamiento o cluster que sea
capaz de formar una estructura secundaria regular pequefa, sugieren un ordenamiento
estructural “distintivo” para esta secuencia (6, 8, 65), en el que notamos una composicion
abundante y “regular” (que no se encuentran dispersos y/o a grandes distancias entre ellos) de
agrupamientos de aminoécidos hidrofébicos, al mismo tiempo que existen muy pocas regiones en
las que los aminoacidos polares son predominantes, regiones normalmente reconocidas como

“desordenadas” y con frecuencia asociadas a las interacciones entre proteinas (42, 65) [Figura 9].

Figura 9. La secuencia de Tannerella sp., que es la secuencia en la que se encontr6 el patron mas
difundido, presente en otras 23 secuencias del total de las Lisozimas estudiadas.

Lamentablemente, el algoritmo HCAmMA no indica graficamente aquellos patrones distintivos que
fueron identificados para determinada secuencia (esto es, no los resalta en la secuencia de la
proteina ni en un diagrama de HCA), por lo que no podemos saber cudles son los patrones que
encuentra; sin embargo, nosotros consideramos que es posible que, dado el tamafo de Ia
secuencia, la gran cantidad de agrupamientos hidrofébicos que se encuentran y dad la evidente
composicion ordenada de la secuencia de Tannerela sp. (Figura 9), HCAmA esté identificando
multiples patrones PDH (dentro de la misma secuencia) que se encuentran en multiples secuencias
(del alineamiento completo); lo que de manera muy sencilla, explicaria por qué el patron de
Tannerela sp. se encuentra en 24 secuencias. Si estamos en lo correcto, esta secuencia es la mas
difundida porque en realidad posee multiples patrones (;mini-patrones?) que se encuentran en
muchas otras secuencias. Hacemos notar que, contrario a lo que nuestra interpretacion previa

podria sugerirnos, pensamos que la frecuencia de un patrén no esta en funcién de su tamano, sino
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de la composicién Unica, en términos de composicidon/ubicacién de agrupamientos hidrofébicos,
que las secuencias con patrones mas prevalentes poseen, algo que nos parece evidente en el
diagrama de HCA de la secuencia de Tannerela sp. [Figura 9].Estamos conscientes de que la Unica
forma de corroborar la idea planteada en parrafos anteriores, es haciendo minuciosas
comparaciones pareadas de los 34 PDH contra todas aquellas secuencias en las que se identifico
dos o mas patrones; sin embargo, por limitantes en cuanto al tiempo para llevar a cabo un analisis

tan grande y minucioso, este acercamiento no fue llevado a cabo.

A pesar de lo anterior, para hacer un intento de verificar nuestras ideas en al menos otra
secuencia/patron mas alla de Tannerela sp.; decidimos analizar someramente el diagrama de HCA
con la secuencia del segundo patron mas frecuente, el de Acidobacterium (diagrama de HCA no
mostrado) [Figura 10].

Esta secuencia/patron, aunque es de una longitud menor a la media (sélo 250 aa’s), pensamos que
debe su prevalencia a que (al igual que la secuencia/patron de Tannerela sp.) posee una
distribucién peculiar de agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos ininterrumpidos; los cuales
creemos que son los verdaderos culpables de la frecuencia de este patron, mas no el tamano de la
secuencia.

Dejando a un lado las limitantes técnicas, el dendograma estructural resume una gran cantidad de
informaciéon de una forma muy amigable y conveniente [Figura 8], lo que nos permitié percatarnos
de otro resultado interesante; y esto es que todas las secuencias presentan al menos un PDH, e
inclusive, en algunos casos, presentan hasta tres PDH al mismo tiempo (Figura 8 y Tabla 3).
Consideramos que esto no es un error ni un artilugio metodolégico, pues, como ya mencionamos,
los PDH corresponden a un acomodo espacial distintivo o “peculiar” de aminoacidos hidrofébicos
que posiblemente estén formando estructuras secundarias regulares o que sean parte de
dominios estructurales/cataliticos completos (en ambos casos, dependiendo del tamano podrian
ser multiples), como el dominio glucésido-hidrolasa (79) o el distintivo acomodo de aminoacidos
hidrofobicos que rodean un TIM-Barrel central que también se presenta en algunas otras

Lisozimas (77, 66).

La segunda evidencia que apoya que esto no es un artilugio metodolégico, es que en una muestra
mas diversa de proteinas (que incluia todas las secuencias con estructura reportada en el PDB
hasta el 2004), en el trabajo de Pedro Silva se reporta, de igual manera, que una cantidad no

especificada de secuencias analizadas son compatibles con multiples PDH (5).
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A pesar de que tenemos confianza en que todos los resultados obtenidos (descritos con las ideas
qgue acabamos de plantear) poseen significado bioldgico (es decir, realmente reflejan cualidades
intrinsecas a la estructura de las proteinas y la influencia que los aminoacidos hidrofébicos poseen
sobre ellas), no podemos omitir que, ciertamente, la notoria representatividad de sélo algunos de
los patrones podria deberse Gnicamente por coincidencias azarosas. Si este es el caso, podriamos
estar ante un escenario en el cual, el algoritmo HCAmA (y el fundamento teéricos en el que se
basa) son insuficientes o carecen de la resolucién/precisién necesaria para analizar la composicion
de las secuencias -que entonces no podrian considerarse mas alla de falsos positivos- (6, 8); que es
una de las advertencias que se hacen en el trabajo de Pedro Silva (5).

Hacemos énfasis en que nosotros analizamos secuencias de tamafo promedio, algunas de las
cuales eran menores a 120 aa’s. Esto llama nuestra atencién porque la advertencia que hace notar
Pedro Silva va dirigida, principalmente, a la incertidumbre de analizar secuencias cortas (el
propone, explicitamente, que analizar multiples secuencias con menos de 80 aa’s podria ser

problematico [5]).

Como lo mencionamos al principio de este trabajo, existen proteinas que no pueden ser analizadas
de forma confiable mediante el algoritmo HCAmA, principalmente porque la composicién de su
secuencia posee muy pocos aminoacidos hidrofébicos o por que los mismos no son fundamentales
para la adquisicién de una determinada estructura tridimensional, lo que podria indicar que, por
ejemplo, en algunas proteinas, son otros los factores que ejercen una mayor influencia para la
adopcién de una estructura tridimensional particular; como serian las Proteinas asociadas a
membrana y/o las que se encuentran en Matriz Extracelular, cuya estructura depende,
principalmente, de enlaces disulfuro entre Cisteinas para mantener su integridad en ambientes

altamente reductores (38).

Aun con todo lo anterior, seguimos pensando que la prevalencia y concordancia filogenética que
los PDHs (en ocasiones multiples y en la misma o diversas secuencias) nos muestran, resultan

biolégicamente significativa, debido a que:

1) Los posibles falsos positivos que pueden surgir durante los anélisis comparativos manuales de
los diagramas HCA se eliminaron desde los primeros pasos gracias a la automatizacion de las
comparaciones de secuencia mediante el algoritmo HCAmA 2) Este algoritmo cuenta con una

funcién puntuadora que, precisamente, toma en cuenta la composicion y el tamafo de las
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secuencias comparadas para poder identificar los falsos positivos, minimizando asi la identificacion
de resultados erréneos o poco significativos 3) Durante la realizacion de este trabajo, se hicieron
multiples pruebas para verificar que el valor de penalizacién a la apertura de gaps favoreciera
resultados estadisticamente significativos, al mismo tiempo que se mantenia baja la identificacion
e incorporacion al andlisis de posibles falsos positivos 4) En la literatura, haciendo uso de otras
aproximaciones estructurales, se ha demostrado que existen tendencias diferenciales a formar
estructuras secundarias y/o dominios, conservados, los cuales, aqui analizamos en términos de
Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH). Nuestro trabajo -en correspondencia con tales
hallazgos-, demuestra que algunos (las estructuras/dominios y por ende, los patrones) son mas
frecuentes y prevalentes en una mayor cantidad de proteinas de diversos tipos, funciones, e
incluso pertenecientes a organismos de distintos dominios; mientras que en otros casos, hay
patrones poco difundidos que se ven sélo unas cuantas veces en proteinas con estructura muy
particular o especifica. Las secuencias de tales proteinas suelen ser referidas como “Singlets”

[Figura 10] (77).

Siguiendo la idea anterior, para un total de 49 PDH, encontramos que 34 se encuentran en dos o
mas secuencias, mientras que 15 sélo se encuentran en la secuencia que les dio origen (Figura 10).
Estas secuencias poseen una composicion y agrupamiento distintivo de aminoacidos hidrofébicos
(a nivel secuencia) que no se encuentra en ninguna otra de las secuencias presentes en el

alineamiento.

Ahora, si nos referimos a la Figura 10, podremos notar que, al menos 9 secuencias/patrén poseen
una gran prevalencia (por ejemplo, el patrén “Tannerela” fue identificado en 24 secuencias
portadoras), mientras que para 5 secuencias, la prevalencia es relativamente baja, en

comparacion. Nuevamente, resulta notorio que, como mencionamos, 15 PDH sean “Singlets”.
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Patrones Distintivos de Hidrofobicidad mas Frecuentes

B Tannerella
B Acidobacterium
Ketogulonicigenium
B Mariprofundus
B Anaeromyxobacter
Rhodobacteraceae
W Austwickia
Geobacillus
B Meiothermus
Patrones en solo 2 Secs
W Patrones en solo 3 Secs
M Patrones en solo 4 Secs
W Patrones en solo 5 Secs
M Patrones en solo 6 Secs
Secuencias Singlets

Figura 10. Tabla de frecuencias que muestra el nimero total de secuencias portadoras que poseen
al menos uno de los 49 PDH.

Consideramos que es muy posible que los patrones que representan éstos Singlets no sean

huérfanos (es decir, que no haya secuencias con caracteristicas similares dentro de la familia de las

Lisozimas). Resulta mas plausible pensar que tal patron no se encontré en nuestro alineamiento

final (dataset), el cual fue sometido al analisis mediante el algoritmo HCAmA; por lo que, de incluir

un nimero mayor de secuencias de Lisozima en el analisis, es posible que algunos de los patrones

Singlets puedan ser identificados en alguna otra secuencia que ya se haya reportado.

Pensamos que, de nuevo, este resultado confirma la “tendencia” que se ha notado en una gran

cantidad de analisis estructurales de diversas proteinas, y, en general este es que ciertos

patrones/estructuras son mas frecuentes y abundantes que otros (5, 6, 38, 65, 66, 67,73, 77).
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8. CONCLUSION

En este trabajo hemos abordado el estudio de las Lisozimas de Bacterias, que anteriormente, sélo
se habian estudiado a una escala limitada. Resulta evidente que las bases de datos contienen
muchas secuencias de tales Lisozimas; sin embargo, las mismas casi no se estudian, y pensamos
que las principales razones por las que esto sucede es debido a que se trata de secuencias
divergentes, variables y estadisticamente poco significativas. Ademas, con frecuencia no existe
estructura tridimensional resuelta que permita hacer comparaciones a nivel estructural, lo que, en
la mayoria de los casos, impide acercamientos a gran escala; algo que con la metodologia que aqui

presentamos, no implicaria una fuerte limitacion para llevar a cabo un estudio.

La literatura tiene muchos ejemplos de metodologias (la mayoria de ellas complejas y
demandantes) que tienen el propésito de identificar similitudes a nivel de secuencia o estructura
tridimensional de diversas biomoléculas a partir de la comparacién con otras ya conocidas.
Esperamos que este texto refleje la nocidon de que, muy posiblemente, acercamientos como éste,
en donde se hacen inferencias sobre la estructura de las proteinas partiendo sélo de las

secuencias, sean el futuro de los andlisis de estructura y/o plegamiento proteico.

Con la misma intencién, abordando un estudio sencillo pero lo mas completo posible de las
Lisozimas de Bacterias, esperamos haber dejado implicita la practicidad y utilidad que la
automatizacion mediante el algoritmo de HCA_Analyze_Multiple_Aligns (HCAmMA) de los analisis
conducidos bajo el marco teérico del método de HCA, resultan en una metodologia
complementaria que es eficiente y precisa para determinar similitudes estructurales, atin entre

proteinas de secuencia divergente.

Pudimos corroborar (trabajando con Lisozimas de Bacterias) que la detecciéon de similitud
estructural puede ser especialmente complicada cuando se trabaja con secuencias divergentes y/o
estructuras variables, ya que, en ocasiones, enzimas pertenecientes a la misma familia proteica no
necesariamente poseen estructuras tridimensionales similares perfectamente stper-imponibles
(5, 38, 73); asi que la eleccion de cual estructura o templado usaremos para inferir las propiedades
tridimensionales de nuestra proteina/molécula problema no es un asunto trivial ni mucho menos
sencillo. Complicando alin mas las cosas, la mayoria de los andlisis bioinformaticos que se hacen a

nivel estructural, s6lo toman en cuenta un dominio proteico a la vez, por lo que los estudios que
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abordan la comparacion de proteinas homo u heteromultiméricas (compuestas por repeticiones
del mismo dominios o por multiples dominios distintos, respectivamente) suelen ser muy
limitados, pues por las restricciones técnicas que impone el modelado de un nimero muy grande
de interacciones fisicoquimicas entre multiples dominios, no es posible analizar biomoléculas

multiméricas (38).

Enfatizamos que la metodologia aqui descrita no posee las limitaciones arriba mencionadas, pues
es factible trabajar con la totalidad de las secuencias, y es irrelevante sin con ellas se forman
multiples homo u heterodominos, de la misma forma en que el tamano promedio de los mismos
no es un factor limitante. Asi, combinando un acercamiento que puede ser simultaneo para la
comparacion entre secuencias/estructuras completas, el método de HCA y su subsecuente
automatizacién con el algoritmo HCAmA, favorecen el estudio de biomoléculas altamente
divergentes que con frecuencia no se pueden trabajar (o el resultado es inconcluso) si el enfoque
es unilateral; esto es, cuando los analisis son s6lo de secuencia o estructura, y, esto sélo es

posible si podemos asumir que se cuenta con una estructura resuelta para comparar.

Utilizar los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH) nos ha permitido identificar aquellas
secuencias de Lisozimas que serian buenas candidatas para estudios comparativos, ya sea
empleando métodos bioinformaticos, normalmente enfocados a nivel de secuencia (mas rapidos,
sencillos y menos costosos) o experimentales (como la resolucion de una estructura tridimensional
mediante estudios cristalograficos). Aunque estamos conscientes de que el estudio se podria
extender hacia el andlisis pareado de los diagramas de HCA; la comparacion mediante estos
diagramas de HCA consume una cantidad de tiempo y esfuerzo significativo, y eso sin mencionar
que las interpretaciones humanas suelen ser subjetivas (que es una de las criticas mas arraigadas
al método no-automatizado de HCA).

En este trabajo estamos exentos de la subjetividad de la interpretaciéon de los diagramas de HCA
gracias a la automatizacion de las comparaciones estructurales mediante el algoritmo HCAmA.
Este acercamiento nos permitié identificar con confianza aquellas secuencias que muestran
similitudes en cuanto a posicion y composicion de sus agrupamientos de aminoacidos
hidrofébicos, ademas de poder resumir toda esta informacion y plasmarla graficamente (en un

dendograma) para observar los agrupamientos estructurales que resultan de tales similitudes.
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Ademas, esperamos que este trabajo aporte evidencia a favor para el uso generalizado del
método de Andlisis de los Agrupamientos (Clusters) Hidrofébicos (HCA) por sus notorias ventajas
sobre otras metodologias de analisis estructural; esto debido no sélo a su eficiencia, accesibilidad
y valor, sino porque, en combinacién con otras metodologias (Super-Imposicion de Estructura
Tridimensional, Algoritmos de busqueda de bases de datos, etc.) permite obtener resultados
robustos y significativos que podrian facilitar la confirmacién de hipoétesis verificables y de gran
valor.

Este Gltimo punto es de especial utilidad, pues no olvidemos que, actualmente, se necesitan
probar hipotesis cada vez mas complejas que a su vez dependen de un nimero mayor de
evidencia (secuencias). Esto, claramente representa un problema, pero es uno que, segin nuestra
perspectiva, se puede resolver si se aplican metodologias comparativas que, aun haciendo andlisis
sobre solo las secuencias, sean capaces de hacer inferencias respecto a las las similitudes a nivel

estructural, justo como el método de HCA y su automatizacion con el algoritmo de HCAmA.

Finalmente, confirmamos que los Patrones de Hidrofobicidad son caracteristicas de la
secuencia/estructura de las proteinas que pueden resultar en informaciéon muy util para efectuar
diversos estudios, como las comparaciones entre secuencias/estructuras divergentes, identificar
templados para estudios de prediccién de estructura tridimensional y estudiar proteinas
multidominio -sin la exclusién de informacion-, entre otros. Sin embargo, como en muchos otros
aspectos del estudio de la estructura de las biomoléculas, entender el significado biolégico de

tales hallazgos auin es complicado.

Con un buen nivel de certeza, sabemos que, individualmente, éstos patrones representan
“tendencias” a formar determinada estructura secundaria, lo que a su vez se refleja en la adopcién
de un plegamiento tridimensional caracteristico; pero, ;qué influencia poseen estas caracteristicas
intrinsecas a las proteinas en fendmenos que poseen genuina importancia biolégica?, como por
ejemplo: ;los patrones distintivos de hidrofobicidad obedecen a presiones de seleccién?, ;nos
sirven para clasificar proteinas de acuerdo al género del organismo portador?, ;los patrones son

reflejo de adaptaciones funcionales distintivas?., etc.

Por el momento no es posible contestar tales preguntas, sin embargo, las comparaciones entre
muestras significativamente mas grandes de secuencias para trabajar y algoritmos capaces de

lidiar con un nimero mayor de variables dependientes (variables cuya probabilidad depende de la
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ocurrencia de fenomenos controlados por alguna otra variable), ciertamente podrian acercarnos
hacia la resolucién de tales cuestiones. De lograr tales avances, muy posiblemente tendriamos
acceso al andlisis de las interacciones “globales” a distintos niveles de organizacién; analisis que no
solo resultarian muy codiciados en el estudio de la estructura de proteinas (pensemos en el
impacto que esto tendria en otras ramas de la Biologia, como la Ecologia), lo que inmediatamente
se veria reflejado en un aumento en la capacidad de prediccién, identificacién y comparacion de la
estructura de diversas proteinas, que en la muy personal opinién de este autor, engloba el
objetivo “final” que todos los que llevamos a cabo estos estudios eventualmente tenemos como

meta.
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9. PERSPECTIVAS

1) En parrafos anteriores discutimos la presencia de secuencias que llamamos “Singlets”, que son
secuencias cuyos patrones de hidrofobicidad no pudieron ser identificados en ninguna otra
secuencia de nuestro alineamiento final (dataset). Muy posiblemente, estos resultados reflejan las
limitaciones de nuestra muestra, por lo que no los consideramos ni errores ni artilugios
metodolégicos. Nosotros hipotetizamos que tales patrones podrian encontrarse en otras
secuencias de Lisozimas. Para confirmarlo, se podria reunir una muestra mayor de Lisozimas en la
que se incluya la secuencia de, al menos, una representante de cada una de las 100 familias de
glucésido-hidrolasas. Si los analisis se repiten con una muestra mayor, creemos que la proporcién

de Singlets podria disminuir significativamente.

2) Un acercamiento que nos gustaria efectuar en un futuro, es el de llevar a cabo la comparaciéon
minuciosa, mediante los diagramas de HCA, de los 34 patrones que estan presentes en al menos
dos o mas secuencias. Anticipamos que las comparaciones pareadas a nivel estructural podrian

ayudar a comprender mejor la relaciéon que existe entre secuencia y estructura de éstas enzimas.

3) Para extender los alcances predictivos de este trabajo, proponemos reunir una muestra mayor
de Lisozimas presentes en diversos organismos de diversos grupos taxonémicos (Virus, Bacterias,
Animales, Plantas, Insectos, etc.) y determinar si existen patrones comunes que sean
correspondientes con la diversificacion de éstos organismos; esto es, que pudiésemos encontrar
(si es que existe) un patrén que sea caracteristico de los Virus, uno de Bacterias, otro de
Eucariontes, etc. Efectuando tales analisis, creemos que seria factible comprobar si existe o no un

“foldoma” caracteristico de cada grupo taxonémico; al menos para el caso de las Lisozimas.

4) Otra alternativa para extender el trabajo, seria aquella que se enfocara en afrontar el problema
del origen de éstas enzimas. Si bien tal cuestion es dificil de confirmar -y por la enorme cantidad
de trabajo, el problema sélo se podria abordar a una escala menor-, proponemos hacer un analisis
pareado de secuencias con el algoritmo HCAmMA de secuencias de Lisozimas de fagos (las que se
encuentren en las bases de datos) contra representantes clave de Eucariontes, Bacterias e
Insectos. Las comparaciones pareadas nos permitirian identificar, uno a uno, aquellos casos en los
que exista similitud estructural significativa entre las secuencias de Lisozimas que pertenecen a

organismos de distintos reinos. Los resultados podrian contribuir con mas evidencia para,
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eventualmente, tratar de abordar de una forma mas concreta, la resolucién de la gran pregunta
que hasta hoy, a pesar de numerosos intentos, sigue sin resolverse: ;son todas las Lisozimas
homologas?, de ser asi, ;esto es valido aun para las que pertenecen a organismos de distintos

Reinos?, v, si es asi, scudles son las mas conservadas, las de Procariontes, Eucariontes o Fagos?.

5) En aplicaciones que van mas alla de las metas establecidas en este trabajo, proponemos que
una metodologia similar a la abordada por Pedro Silva (5), que consiste en analizar bases de datos
completas en busca de Patrones Distintivos de Hidrofobicidad de proteinas de diversos tipos, y con
ello, hacer estudios ya no sélo de tipo estructural, sino también funcionales, que nos permitan
asociar la distribuciéon, composicion y frecuencia de los PDH con diversos aspectos biolégicos,
como por ejemplo, ¢las isomerasas poseen PDH caracteristicos que son compatibles con otro tipo
de enzimas, como, Liasas o Hidrolasas? O la distribuciéon de aminoacidos hidrofébicos es Unica
para las enzimas representadas en esta categoria?, ;Qué importancia tendrian los PDH para la
funcion de éstas enzimas?. Acercamientos como el que acabamos de describir, creemos que
tendrian una importancia fundamental para continuar con los estudios a escalas mayores en los

trabajos de estructura de proteinas.

Finalmente, nos gustaria aplicar el marco teérico del método de HCA en conjuncién con algin
algoritmo que nos permita hacer comparaciones a gran escala (recordemos que en este trabajo
utilizamos HCAmA, pero en la literatura se ha publicado, reportado y puesto a disposicién de los
usuarios uno nuevo, que toma en cuenta las regiones desordenadas de las proteinas) al estudio de
los DUFs. Los DUFs, de las siglas en inglés Domains of Unknown Function, son precisamente esto,
Dominios cuya funcién es desconocida, aunque poseen una gran representatividad y frecuencia en
las proteinas de diversos grupos taxonémicos, principalmente Bacterias. Nuestra intencion seria
abordar el estudio de los DUFs para identificar los Patrones Distintivos de Hidrofobicidad que
poseen, y con ellos hacer busquedas en bases de datos (mediante procedimientos como HMMER
o BLAST) para tratar de relacionarlos con los Dominios Estructurales o Funcionales ya anotados

que se encuentren en las mismas.
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10. GLOSARIO

Agrupamiento Hidrofébico: Véase Cluster Hidrofdbico.

Algoritmo Puntuador: Es parte del algoritmo HCAmA y es el que se encarga de la delimitaciéon de
secuencias aceptadas positivas. Este algoritmo evalla el cociente que existe entre la longitud de
las secuencias, la composicion de las mismas (en términos de aminoacidos hidrofébicos) y la
expectativa de obtener coincidencias azarosas. Si dicho cociente no es positivo, el algoritmo las

considera como Falsos Positivos.

Aminoacido No Polar: Denota a los Aminoacido Hidrofébicos en términos de la ausencia de carga

neta. El método HCA sélo considera a V,I,L,F,M,Y,W para efectuar los andlisis.

Aminoacido Polar: Aminoacidos Cargados o no Cargados, Positivos, Neutros o Negativos que son

Hidrofilicos.

Cluster Hidrofébico: Agrupamiento de aminoacidos hidrofébicos (bajo consideraciones especiales,
un s6lo aminoacido puede ser considerado como parte de un mismo cluster o agrupamiento) que

sirven de unidad de estudio/analisis para el método HCA y el algoritmo HCAmMA.

Dataset: También llamado “alineamiento final”; corresponde al conjunto de secuencias alineadas

(con la Matriz HCA) en formato .pir que sirven de archivo de entrada para el algoritmo HCAmA.

Distancia de Conectividad: Es la distancia (aproximadamente de 4 aminoacidos) que nos ayuda a

identificar cuando, un aminoacido hidrofébico “i” (localizado en algin punto espacial de un

diagrama de HCA) pertenece al mismo o a distintos agrupamientos de aminoéacidos hidrofébicos.

Dominio: Es una unidad funcional o estructural distintiva componente de la estructura
tridimensional de una proteina. Los dominios tienen la propiedad de plegarse de forma
independientemente al resto de la estructura. Una proteina puede estar constituida por uno o
multiples dominios (multidominio); de los que puede existir repeticiones del mismo
(homodominios) o todos y cada uno de los dominios presentes, ser distinto a los demas
(heterodominio)
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E-value: Abreviatura en inglés a “valor de expectativa” que indica el nimero de coincidencias que
se esperan debido simplemente al azar cuando se utiliza una secuencia templado (Query) contra una
base de datos. En este trabajo, el algoritmo HCAmA ajusta el valor de “E” de acuerdo a la cantidad
de aminoacidos hidrofébicos promedio que poseen las secuencias que conforman el alineamiento

final o dataset.

Estructura Secundaria Regular: Es la denominacion que se emplea para referirse a Hojas-Beta
(paralelas o antiparalelas), Alfa-Hélices y estructuras de inteconexion, como “asas” o loops;

aunqgue también hay estructuras secundarias regulares mas pequenas, como las Vueltas-Beta, etc.

Falso Positivo: Es el escenario en el cual el algoritmo HCAmA consideraria como significativa la
comparacion de la secuencia “X” contra la “Y”, cuando en realidad, no existe tal significancia, o la

misma es producto de artilugios metodologicos.

Falso Negativo: Es el escenario en el cual el algoritmo HCAmA omitiria la significancia al comparar
la secuencia “X” contra la “Y”, a pesar de que, en realidad, la comparacién minuciosa de ambas

(utilizando otro método) podria arrojar coincidencias previamente omitidas.

Familia Proteica: Grupo de proteinas que comparten un origen comun.

Foldoma: Se define como la totalidad de los plegamientos que presentan las diversas estructuras
de las proteinas; sin embargo, en este trabajo reducimos el alcance del término, y lo consideramos
como el conjunto de plegamientos que definen (o que podrian identificar) sélo a las enzimas

Lisozimas y a los plegamientos que les definen dentro de una misma categoria.

Gap: Es un “espacio” o “hueco” introducido en una secuencia para maximizar su parecido con
otra. Los Gaps simulan eventos de Insercion-Delecion de nucleétidos/aminoacidos que pueden

dificultar el alineamiento de regiones de similitud entre secuencias.

HCAmA: Abreviacion de Hydrophobic Cluster Analysis Multiple Aligns, Es el algoritmo con el que se
evaluan las secuencias en términos numéricos/estadisticos de acuerdo a la longitud y composicién
de aminoacidos hidrofébicos. En otras palabras, es el algoritmo que analiza y evalia los

agrupamientos de aminoacidos hidrofébicos.

49



Indel: Es la abreviacion para Inserciones-Deleciones. Los Indels son producto de la divergencia
natural que ocurre entre secuencias homoélogas (mutaciones) durante eventos de especiacién. En los
alineamientos de secuencias, los Indels son “compensados” haciendo uso de “espacios” o “gaps”; lo
que representa la ausencia (e incluso ganancia) de segmentos que no estan presentes en todas las

secuencias comparadas.

Loop: Los loops o “asas” son estructuras secundarias comunes que normalmente sirven como
estructuras de interconexion entre distintas estructuras secundarias regulares (alfa-hélices y
hojas-beta) e incluso, de dominios estructurales/cataliticos completos. Son regiones compuestas
de abundantes aminoacidos polares (hidrofilicos), normalmente desordenadas y tolerantes a los

Indels que ocurren de forma natural en las secuencias.

Ortélogo: Genes o secuencias homoélogas en distintas especies que son producto de eventos de

especiacion.

Paralogo: Genes o secuencias producto de la duplicacion de los Genes dentro del genoma de la

misma especie.

Patrén Distintivo de Hidrofobicidad: Corresponde a secuencias que poseen un porcentaje de
similitud de HCA menor al 60% (el HCA_Score) en comparacion con todas las deméas secuencias

que se encuentran presentes en el alineamiento analizado mediante HCAmA.

PDH: Abreviatura de Patron Distintivo de Hidrofobicidad.

Penalizacion: Es la puntuacion negativa que recibe la insercién de demasiados Gaps en un
alineamiento cualquiera. Dadas presiones de seleccion distintivas, usualmente se da un

tratamiento diferencial a los Gaps internos que a los externos (regiones N y C de las secuencias).

Plegamiento: Es la descripcion de la conformacién estructural que adoptan los dominios en la
estructura tridimensional de alguna proteina. El plegamiento permite delimitar la disposicién
espacial de las estructuras secundarias regulares que conforman los dominios

estructurales/funcionales.
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Secuencias Aceptadas o Positivas: Secuencias que son consideradas como significativas para llevar
a cabo comparaciones multiples. En el archivo de salida que arroja el algoritmo HCAmA, se define
explicitamente (con la notificacion “above threshold”) aquellas secuencias que cumplen con tales

caracteristicas.

Singlets: Secuencia cuyo Patrén Distintivo de Hidrofobicidad no se identific6 en ninguna otra

secuencia del alineamiento final. Son secuencias con un Patrén Unico no compartido.

Super-Folds o Super-Plegamientos. Definidos en el trabajo de Orengo et al, en 1994 (77), se
consideran como plegamientos tan comunes que son capaces de describir el 30% de todas las

proteinas globulares. El TIM-Barrel y el Rosmann Fold son ejemplos de super-plegamientos.

Tendencia: Predisposicion a formar estructuras regulares (ya sea secundarias e incluso terciarias).

TIM-Barrel: Definido como un Super-Plegamiento en el trabajo de Orengo et al, en 1994, por ser
una estructura tridimensional terciaria sumamente comdn en las proteinas globulares. Es una
estructura con forma de barril compuesto de Triosa Fosfato Isomerasa, que consiste de ocho
hojas-beta paralelas, en las que cada par de hojas adjacentes estdn conectadas mediante un loop

que a su vez contiene un alfa-hélice.

Xenodlogo: Genes o secuencias usualmente homologas adquiridos mediante Transferencia

Horizontal de Genes. Puede ser un proceso que se de a nivel intra e interespecies.
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12. ANEXOS

El dendograma estructural fragmentado para apreciarlo a detalle.
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Figura 8. Dendograma estructural. Podemos notar que el dendograma consta de: 90 secuencias
de Proteobacterias, 29 secuencias de Bacteroidetes, 16 secuencias de Actinobacteria, 19
secuencias de Firmicutes y 18 secuencias de algunos otros 6rdenes representados en menor
proporcion, como, Verrucomicrobia (5), Synergistetes (5) y Deinococcus (4), otros érdenes, como
Fusobacteria y Planctomycetes sé6lo tienen una secuencia representante. El arbol también posee

una Unica secuencia del Fago de Escherichia coli.
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Figura 8. Dendograma estructural. Podemos notar que el dendograma consta de: 90 secuencias
de Proteobacterias, 29 secuencias de Bacteroidetes, 16 secuencias de Actinobacteria, 19
secuencias de Firmicutes y 18 secuencias de algunos otros ordenes representados en menor
proporcién, como, Verrucomicrobia (5), Synergistetes (5) y Deinococcus (4), otros érdenes, como
Fusobacteria y Planctomycetes sblo tienen una secuencia representante. El arbol también posee

una Unica secuencia del Fago de Escherichia coli.
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Tabla 3. Listado de los 49 Patrones Distintivos de Hidrofobicidad (PDH). En estas columnas, se

muestran el simbolo y color de cada uno de los 49 PDH, asi como su nombre y representatividad.

La representatividad de los PDH (tercera columna) hace referencia al nimero total de secuencias

en las que se identificaron dos o0 mas PDH. Los patrones que sélo se encuentran en una secuencia

portadora son las secuencias “Singlets”.
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