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RESUMEN 

 

La expresión de HMMR (una proteína que se une a ácido hialurónico y favorece 

la migración celular) en células neoplásicas se ha asociado a metástasis y el 

pronóstico de los pacientes. Se ha reportado que existen isoformas de la 

proteína, que son obtenidas por splicing alternativo, sin embargo no se conoce 

si los cambios en la estructura primaria de estas isoformas modifican su 

estructura final y con ello su localización y su función. Con el fin de generar una 

respuesta a esta situación, utilizamos un modelo teórico basado en algoritmos 

de alineamiento de secuencias primarias, generación por homología de 

estructuras secundarias y obtención de la estructura terciaria por plegamiento 

empírico. 

Una vez hubimos obtenido las estructuras, realizamos un análisis de 

confiabilidad de la predicción. 

Encontramos que las estructuras primarias entre HMMR y sus tres isoformas 

presentan un grado de conservación de más del 98% os cambios en la 

estructura primaria se encuentran en la región inicial de la proteína (los primero 

90 aa), que al obtener las estructuras secundarias no existen cambios 

significativos y que todas las proteínas presentaron un patrón de alfa hélices 

por lo que se trata de una proteína transmembrana. 

Concluimos que es probable que las 3 isoformas tienen la capacidad de ser 

funcionales, y que es necesario evaluar la asociación de su expresión con el 

pronstico de los pacientes con LLA. 
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ABSTRACT 

 

The expression of HMMR (a protein that binds to hialuronic acid and 

enhances cellular migration) in neoplastic cells has been associated with 

an increase rate in metastasis, and the worsening of the patient´s 

outcome. It has been reported that three isoforms of this protein exist, 

and that they are obtained by alternative splicing processes, however, it 

is not known if the changes in the primary structure of this isoforms 

modify their final structure and therefore modify their location and 

function. In aims of generating an answer to this problem we used a 

theoretic model based on primary structure alignment algorithms, 

second structure homology modeling and empiric folding of tertiary 

structures. 

Once we had obtained the structures, we made a accountability analysis 

of this prediction. 

We found that the primary structures between HMMR and its three 

isoforms had a conservation rate of 98% or more, that the changes in the 

primary structure appear on the initial portion of the protein (first 90 

residues), that their secondary structures have no significant changes 

between them and that all the proteins have an all-helix pattern and 

therefore they are membrane proteins. 

We concluded that it is probable that all 3 isoforms are capable of 

functioning and that it is necessary to evaluate the association of their 

expression with ALL patients outcome 



Análisis del Receptor de motilidad mediado por Hialuronano (CD 168) y sus variantes obtenidas por splicing alternativo mediante 
técnicas in silico 

�
��

 

1 INTRODUCCIÓN 

 

El tema central de este estudio es la caracterización in sílico de las diferencias en cuanto 

a secuencia primaria, secundaria y terciaria del receptor de motilidad mediado por 

hialuronano y sus tres variantes obtenidas mediante splicing alternativo.  

La importancia del estudio de esta proteína radica en que su expresión se ha relacionado 

fuertemente con la capacidad metastásica de las células neoplásicas. Por tanto, el 

entendimiento de su estructura tridimensional, función, expresión y regulación puede 

generar estrategias tanto diagnosticas como terapéuticas.  

Información no publicada del grupo de trabajo del laboratorio de oncología 

experimental del Instituto Nacional de Pediatría demuestra que la expresión del gen de 

HMMR se encuentra de forma más frecuente en células neoplásicas de pacientes 

pediátricos con diagnóstico de leucemia aguda linfoblástica que tuvieron mala respuesta 

al tratamiento con quimioterapia. Por otro lado se han encontrado que estos pacientes 

también expresaban dos isoformas de HMMR (A y C) que se generan a través del 

proceso de splicing alternativo, esto genera cambios en la secuencia primaria de cada 

una de las isoformas con respecto a la proteína canónica; sin embargo no se han descrito 

los cambios en estructura y función de cada isoforma que son consecuencia de este 

fenómeno. 

El cáncer es un problema de salud pública, del cual no existe hasta el momento una 

explicación global y completa sobre su biología, herramientas moleculares que permitan 

diagnosticar de forma precoz esta entidad y marcadores moleculares que definan al 

100% la estratificación de los pacientes en grupos de riesgos que predigan su desenlace 

posterior a recibir los tratamientos. Es por lo anterior que es de gran importancia la 

investigación activa en este campo. 
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2 ANTECEDENTES 

 

2.1 Receptor de motilidad mediado por ácido hialurónico (HMMR) 

 

Los estudios moleculares han revolucionado la forma de diagnosticar, estratificar y 

tratar varios tipos de tumores ya que han permitido sub-clasificar las estirpes tumorales 

basados en la expresión génica1, contribuyendo a la identificación de factores 

pronósticos, facilitando la elección de un tratamiento2, la predicción de la respuesta, 

control de la evolución de la enfermedad,  predicción de complicaciones, recaídas y 

mortalidad3,4,5,6. 

El oncogén HMMR, también llamado receptor de motilidad mediado por ácido 

hialurónico, CD168 o RHAMM está conformado por 18 exones y presenta diferentes 

patrones de corte y empalme alternativo (splicing), que le permite codificar cuatro 

variantes de proteína diferentes (725, 724, 709 y 638 aa)7. Algunas de estas variantes 

participan en diversos procesos celulares como motilidad, adhesión, cicatrización, 

angiogénesis, migración, metástasis, invasión y proliferación celular8,9,10,11. De forma 

muy interesante, este oncogén se ha visto asociado a diversas formas de cáncer, como 

próstata112, leucemia aguda mieloblástica13,14, gástrico15, testicular16 y linfoma de 

células B17.  

La información disponible sugiere que este oncogén podría presentar un papel muy 

relevante en la génesis, crecimiento y migración tumoral de algunos tipos de cáncer, ya 

que se sabe que participa en la regulación de diversas proteínas relevantes de procesos 

celulares como: transformación celular18, proliferación, migración y metástasis; entre 

ellos H-Ras, CD44, TGF-β1, FGF β1, PKC, ERK1/2 y PI3K19,20,21,22,23. También se ha 
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demostrado que HMMR interactúa con proteínas de ensamblaje del uso mitótico24, y de 

reparación del DNA, como BRCA/BARD125; éstos últimos considerados importantes 

en el desarrollo y progresión del cáncer.  

Se ha reportado que la expresión de HMMR se asocia con un pronóstico desfavorable 

para algunos tipos neoplasias25,26,27,28; sin embargo, no se ha elucidado completamente 

la capacidad oncogénica de las variantes del gen y los mecanismos moleculares 

asociados con el proceso de malignidad. 

Estudios recientes han demostrado la existencia de splicing aberrante en oncogenes en 

diferentes tipos de cáncer29,30,31, por ejemplo, BRCA1 y 2 en cáncer de mama y 

ovario32,33, KLF6 y TLE3 en próstata34, p53 (p53δ) en cáncer de mama , o ik1 y ik4 en 

distintas estirpes de leucemias. De forma llamativa algunas de las isoformas expresadas 

pertenecen a genes que median la transformación celular, adhesión, proliferación, 

invasión y migración35,36,37,38.  

La expresión de variantes de algunas proteínas ha tenido impacto al ser asociadas con 

diversos contextos clínicos neoplásicos sirviendo como marcadores tumorales siendo un 

ejemplo la expresión de la variante TP53INP2 de p53 producida por splicing, la cual se 

ha asociado con un mal pronóstico en cáncer de ovario39; ya que promueve procesos de 

migración e invasión celular40. 

Como se ha mencionado antes, la proteína HMMR presenta variantes o isoformas 

obtenidas mediante el proceso de splicing, sin embargo, se conoce poco sobre la 

expresión de  estas variantes en la mayoría de los tumores humanos, así como de los 

procesos de los que pudieran ser responsables. Entre los tumores en los que se ha 

identificado la expresión de variantes de HMMR, destacan mieloma múltiple41 y 

astrocitomas24. El grupo de investigación del laboratorio de oncología experimental del 
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Instituto Nacional de Pediatría ha obtenido resultados preliminares que muestran que la 

expresión de dos isoformas del RNA mensajero del gen HMMR (A y C)  presentes en 

pacientes con LLA que tuvieron mal pronóstico.  

 

2.2 Métodos in sílico 

 

Desde hace algunas décadas, las ciencias de la computación han avanzado de manera 

impresionante, tanto el desarrollo de software, como de procesadores con capacidad de 

calculo más grande y mayor accesibilidad al público en general. 

La resolución de problemas con algoritmos computacionales a avanzado a su vez, 

arrojando datos cada vez más precisos, en muchas de las áreas en las que ha 

incursionado. Los métodos computacionales que auxilian a la biología, están basados en 

algoritmos matemáticos, que usan estrategias muy avanzadas para la búsqueda de 

soluciones para diversas situaciones, basándose en parámetros obtenidos de manera 

experimental42, por ejemplo, cálculos de mecánica cuántica para la optimización 

geométrica de moléculas pequeñas, uso de bases de datos a gran escala en conjunto con 

parámetros de mecánica molecular para el protein folding, cálculos termodinámicos 

para la predicción de interacciones ligando-proteína (mejor conocido como Docking 

simmulation), entre otros43. 

 

2.2.1 Algoritmos 

La mayor parte de los cálculos teóricos usados en este trabajo, serán obtenidos mediante 

algoritmos de optimización. Un algoritmo es una secuencia de instrucciones y pasos, no 

ambiguos, que permiten llevar a cabo una tarea; en ciencias de la computación, los 
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algoritmos son usados para codificar la secuencia de pasos que debe seguir una 

computadora, para encontrar la respuesta a un problema44.  

Los algoritmos que están destinados a la resolución de problemas, se dividen en muchas 

categorías, ya sea por las estrategias que usen para obtener la solución, la rigidez de los 

pasos, etc.; dentro de estos se encuentran aquellos dirigidos a encontrar a la mejor 

solución en un universo de soluciones, estos son llamados algoritmos de optimización44. 

La bioinformática se apoya de forma significativa en los algoritmos de optimización ya 

que los modelos biológicos, al ser planteados como problemas, pueden tener muchas 

soluciones, debido a la dinámica que caracteriza a la vida; por ejemplo, si queremos 

encontrar la conformación de una molécula cualquiera (no rígida) en el espacio, del 

mismo modo que sucede en la naturaleza, encontraremos una gran cantidad de 

confórmeros, muy parecidos entre ellos (pero no iguales), sin embargo, uno de ellos 

será el más estable; en esta situación, el algoritmo tiene que discernir entre cual de todas 

las soluciones es la óptima42. 

Los algoritmos de optimización usan diversas estrategias, como heurística, búsqueda 

tabú, simmulated annealing, búsqueda local, inteligencia artificial (enjambres de 

hormigas, parvadas de pájaros, redes neurales y algoritmos genéticos)44. 

Los algoritmos de optimización son la base de muchas de las estrategias 

bioinformáticas, como alineamientos de secuencias de DNA, RNA y proteínas, la 

investigación de la forma de interacción entre fármacos y receptores y de 

macromoléculas entre sí. 

 

2.2.2 Alineamientos 

Secuencias proteicas similares derivan generalmente de un mismo ancestro común, esto 

quiere decir, que si se tienen dos secuencias parecidas entre ellas, es muy probable que 
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una secuencia anterior haya evolucionado de forma divergente para formar a cada una 

de ellas. Cuando esto sucede, puede llamarse a estas proteínas homólogos45. 

Una de las herramientas más usadas en el campo de la bioinformática es el alineamiento 

de secuencias mediante servidores que ofrecen bases de datos muy grandes y algoritmos 

muy eficientes45. 

Esto resulta necesario cuando dentro de una investigación se encuentra una proteína 

desconocida que el ser secuenciada es posible obtener mucha información, dado que los 

homólogos arrojan información sobre estructura y función; también resultan muy 

necesarios para encontrar características en común y diferencias entre proteínas ya 

conocidas. 

Otra utilidad de este método se encuentra en la investigación de sitios de conservación 

de secuencias tanto de DNA como de proteínas. Uno de los ejemplos clásicos del uso de 

alineamientos masivos es el confrontar grandes cantidades de secuencias de DNA 

genómico de poblaciones con y sin enfermedades y que culminan en el reporte de 

polimorfismos de importancia diagnostica y terapéutica. 

La metodología que se usa para lograr obtener el alineamiento de la secuencia primaria 

de una proteína es la siguiente: las secuencias a alinear se acomoda en forma de matriz 

como se observa en la figura 1, una vez obtenido los sitios en los que las dos secuencias 

son iguales, el algoritmo recorre diversos métodos, ya sea por  alineamiento global o 

local, usando el algoritmo de Needleman-Wunsch o el de Smith-Waterman, producen 

nuevos arreglos, usando operadores de inserción de gaps44. 
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Una vez obtenidas nuevas configuraciones de alineamientos entre las secuencias, se 

procede a valorar el desempeño de cada una, buscando el alineamiento óptimo, que 

obedece a los siguientes principios: cambios en la secuencia de aminoácidos (no 

coincidencias) entre regiones conservadas se interpretan como mutaciones puntuales 

que han sucedido con el tiempo desde la divergencia de las estructuras, cuando aparecen 

huecos se interpreta como inserciones o deleciones, tomando en cuenta esto, se valora 

cada resultado, considerando en cuenta la cantidad de gaps que tuvieron que ser usados, 

la cantidad de aminoácidos que coinciden etc., y al termino del proceso, el algoritmo 

arroja el resultado óptimo. 

Al tener este resultado, se observan características que cabe mencionar en este apartado, 

las regiones que coinciden son muy probablemente motivos necesarios para la 

estructura o la función de las proteínas, cuando en un alineamiento múltiple se 

Figura 1.-Ejemplo de la organización de una matriz. Los puntos dentro de la matriz 
representan zonas de concordancia, y la similitud entre caracteres se representa con el tono 

de gris, donde el negro es el mayor puntaje. 



Análisis del Receptor de motilidad mediado por Hialuronano (CD 168) y sus variantes obtenidas por splicing alternativo mediante 
técnicas in silico 

�
��

encuentran conservaciones en regiones de solo un grupo, y se observa un cambio en 

otro grupo de secuencias, se puede pensar que ha sido un cambio que otorgó 

especificidad familia-dependiente, y si dentro de estas nuevas familias se encuentran 

cambios o conservaciones aparte, que no se presentan en el resto de la familia se puede 

considerar que este aminoácido/s dan especificidad subfamilia-dependiente46, esta 

interpretación se ilustra en la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.-Ejemplo de interpretación de un alineamiento. 
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2.2.3 Protein Folding 

Existen tres abordajes para la resolución del protein folding, mencionados en orden de 

la exactitud de sus resultados: el modelado comparativo, threading y ab initio. El 

modelado comparativo (también llamado por homología) funciona de la siguiente 

manera: se utiliza el reconocimiento de secuencias independientes dentro de la 

secuencia problema, estas son comparadas con una base de datos y las secuencias que 

más coincidan son usadas como moldes y cada pieza es ensamblada en  el espacio, 

arrojando la estructura tridimensional completa47. 

El plegado por homología esta basado en los siguientes establecimientos, Christian 

Anfisen describió que toda la información para la estructura terciaria de una proteína 

esta almacenada en su secuencia, poco después estableció la hipótesis termodinámica, 

donde se establece que la estructura final es la más estable energéticamente; años 

después Chothia y Lesk afirman que la estructura está más conservada que la secuencia, 

es por lo tanto razonable confiar, hasta cierto punto, en los resultados obtenidos por esta 

técnica47,48. Algunas aplicaciones de esta técnica son el obtener estructuras 

tridimensionales de macromoléculas que han ayudado a explicar la función de proteínas 

que no se han aislado experimentalmente. Otra función es la de hacer interaccionar a 

una macromolécula con un fármaco y la predicción de farmacoporos, probabilidad de 

función in vivo o la interacción entre dos macromoléculas y la predicción de complejos 

inhibitorios o estimuladores en diversas funciones celulares. 

A pesar de que hace casi 20 años que se describió la asociación de HMMR y el 

favorecimiento de la metástasis de algunas células tumorales49, no se ha reportado 

mucha información estructural de esta proteína. Por otro lado solo se conoce que se 

expresa preferencialmente en la membrana celular (aunque también se encuentra 

reportado a nivel citosólico50), sin embargo la información morfológica disponible solo 

existe hasta nivel de secuencia primaria. Por lo anterior decidimos que se generarían las 
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conformaciones tridimensionales para cada proteína mediante la técnica de plegado 

proteico semiempírico. Se escogió un método semiempírico y no uno ab initio 

(empírico), ya que este ultimo presenta resultados más confiables solo cuando se trata 

de secuencias de menos de 150 aminoácidos de longitud. Para secuencias de 

aminoácidos más grandes (como este caso) se prefiere utilizar la técnica de threading, 

en la cual el algoritmo computacional encuentra subsecuencias dentro de la secuencia 

matriz y las compara con secuencias de proteínas descritas de forma experimental, para 

posteriormente generar un ensamblado y obtener la estructura global51,52. Lo anterior se 

encuentra apoyado por información experimental que afirma que secuencias primarias 

semejantes generaran estructuras secundarias de un mismo tipo53 (alfa hélices, laminas 

beta o giros libres) y que esto tiene repercusión regional y posteriormente global. 

 

 

2.3 Cáncer 

 

El cáncer en general representa uno de los problemas de salud más importantes en la 

actualidad, el Instituto Nacional de Cáncer de EUA reportó en el 2006 una incidencia 

global de casos de cáncer de ambos sexos de 456.20 por cada 100,000 habitantes, así 

como una prevalencia de 2.7076%, lo que representa alrededor de 11,384,892  

pacientes54. El cáncer pediátrico representa la segunda causa de muerte entre pacientes 

de 4 a 15 años de edad, antecedida en frecuencia solo por los accidentes.  
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El receptor de motilidad mediado por hialuronano presenta isoformas que se obtienen 

por splicing alternativo, las cuales presentan 724, 709 y 638 aminoácidos de longitud, 

sin embargo, no se conoce si cambios en la secuencia promueven cambios en la 

estructura global de cada isoforma, y que esto a su vez, provoque cambios en la 

localización intracelular y su función. 

 

 

4 JUSTIFICACIÓN 

 

Resultados preliminares del laboratorio de oncología experimental han revelado la 

coexpresión de las variantes A y C de HMMR en pacientes con LAL que presentan 

recaídas. Por tal motivo, resulta necesario entender las diferencias entre estructura y 

función que las variantes podrían presentar con respecto al gen de HMMR ya que se ha 

reportado que al cambiar la estructura de una proteína también cambia su función y su 

localización. Conocer los cambios el la estructura y función de las isoformas de HMMR 

conllevan una gran importancia en el estudio de esta proteína como marcador 

pronostico. 
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5 HIPOTESIS 

 

La estructura terciaria de las secuencias de aminoácidos de las isoformas de HMMR 

predecirá una función de receptor transmembrana y no existirán cambios entre el tipo de 

estructura terciaria entre HMMR y sus variantes obtenidas por splicing alternativo. 

 

6 OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo general 

 

Realizar un análisis estructura-actividad del receptor de motilidad mediado por 

hialuronano y sus variantes  obtenidas por splicing alternativo usando métodos teóricos. 

 

 

6.2 Objetivos particulares 

 

� Identificar la existencia de estructuras terciarias obtenidas experimentalmente de 

HMMR y sus isoformas. 

� Realizar un alineamiento múltiple, usando las estructuras primarias de HMMR y 

sus isoformas. 

� Obtener las estructuras terciarias usando plegado por threading. 

� Comparar las diferencias estructurales de las isoformas realizando un 

alineamiento tridimensional. 

� Determinar si existen cambios en la secuencia-estructura que predigan cambios 

en la actividad. 
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7 MATERIAL Y METODO 

 

7.1 Instalaciones y equipo 

 

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio Oncología 

experimental del Instituto Nacional de Pediatría bajo la tutela del Dr. Sergio Méndez y 

la cotutoría de la Dra. Rocío Cárdenas.  

 

7.2 Tipo de estudio 

• Teórico 

 

7.3 Alineamiento general de HMMR 

 

Después de obtener la secuencia de la estructura primaria en formato FASTA de cada 

una de las isoformas obtenidas por splicing alternativo del gen de HMMR del servidor 

UniProt (http://www.uniprot.org/), se ingresaron al servidor del European Molecular 

Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) llamado 

Washington University Basic Local Alignment Search Tool (WU-BLAST) versión 

2.055, usando el programa BLASTP, con la base de datos de proteínas de UnitProt 

Knowledgebase, usando los siguientes parametros: program=blastp; matrix=blosum62; 

scores=50; alignment view pairwise; exp thr= 10; alignments=50; filter=seg; 

sort=pvalue; view filter=yes; stats=sump; sensitivity=normal; topcomboN=155.  

Este primer alineamiento nos sirvió para identificar las secuencias de aminoácidos con 

las que contábamos y como control de calidad de la secuencia. 
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7.4 Alineamiento múltiple 

 

Las secuencias obtenidas por el método previo, se ingresaron para cómputo posterior al 

programa de alineamientos múltiples ClustalOmega56, del servidor antes usado, usando 

los parámetros: output format=clustal w/o numbers; dealign input sequences=no; max 

guide tree iterations=default; MDEB-like clustering guide-tree=yes; max HMM 

iteration=default; MBED-like clustering iteration=yes; order=aligned; number of 

combined iterations=default(0). Esto nos arrojó el porcentaje de similitud entre las 

secuencias y las regiones que se mantienen conservadas. 

 

7.5 Secuencia tridimensional 

 

7.5.1 Obtención experimental 

De las secuencias obtenidas y seleccionada anteriormente, se realizó una búsqueda en la 

base de datos del Protein Data Bank (PDB)57, y en ella no encontramos coincidencias en 

los resultados arrojados. Al no contar con reportes experimentales de las secuencias que 

interesan a este estudio, procedimos a obtener las estructuras por plegamiento 

semiempírico. 

 

7.5.2 Obtención empírica 

Se ingresaron las secuencias primarias de las 4 proteínas de este estudio al servidor de 

LOOP para realizar un plegamiento semiempírico utilizando la técnica de threading58,59. 

Posteriormente se validaron las estructuras obtenidas mediantes este método utilizando 

mapas de Ramachandran. Con el programa visual molecular dynamics60 y se generó el 

análisis de secuencia secundaria con el programa accelrys discovery studio 4.061. 
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8 RESULTADOS 

 

8.1 Alineamiento 

 

8.1.1 BLAST 

Al realizar la búsqueda general en la red mediante BLAST, usando la secuencia de la 

HMMR humana en formato fasta descargada del servidor UniProt, se obtuvieron como 

resultado la secuencia canónica de la proteína y sus tres isoformas con porcentaje de 

identidad de 99% para la isoforma C; 98% para la variante B y del 100% con la variante 

D. Se descargaron las secuencias de todas las isoformas en formato FASTA para 

realizar el alineamiento múltiple  

 

 

8.1.2 Clustal Omega 

El alineamiento múltiple se realizó con las secuencias, en formato fasta, de las cuatro 

proteínas escogidas en el paso anterior, el resultado se concentra en la figura 3, en la que 

se observa de manera mas amplia que la isoforma B cuenta con 15 aminoácidos menos 

localizados entre los aminoácidos 76 y 90 de la secuencia canónica, a la isoforma C solo 

le falta un triptófano ubicado en posición 75 y la isoforma D no cuenta con los primeros 

90 aminoácidos de la secuencia canónica. 
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Figura 3 .-Alineamiento múltiple de HMMR con sus tres isoformas. Se observan en las columnas amarillas y negra el grado de 
conservación, la calidad del alineamiento y el aminoácido consenso. Regiones de la secuencia A) inicial, B) media y C) terminal 
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8.2 Estructura tridimensional 

 

8.2.1 Protein Data Bank 

Al realizar la búsqueda en Protein Data Bank, no se encontraron estructuras 

tridimensionales obtenidas de forma experimental para esta proteína. Utilizamos una 

búsqueda exhaustiva en los servidores que almacenan datos de estructura y función 

proteica y no encontramos información experimental con respecto a la estructura 

secundaria ni terciaria de las proteínas en el estudio. Esta búsqueda se realizó con el fin 

de encontrar la estructura tridimensional completa o parcial de la secuencia canónica o a 

alguna de sus isoformas que se hubiese obtenido por cristalización y difracción de rayos 

X o por resonancia magnética nuclear, y con ello, usar dicha estructura como templete y 

así generar las estructuras tridimensionales de las proteínas restantes con un alto nivel 

de confiabilidad. Protein Data Bank (PDB)57, esta es una base con miles de secuencias 

terciarias y cuaternarias de una variedad muy grande de proteínas, las cuales fueron 

obtenidas a través de métodos experimentales como cristalización y análisis por rayos X 

o por resonancia magnética nuclear  con resolución de hasta 2-3 Armstrongs. 

 

8.2.2 LOOP 

Las secuencias primarias se ingresaron al servidor de LOOPP59 de las instalaciones de 

Cornell en la universidad de Texas donde se obtuvo su estructura secundaria y terciaria. 

Se muestra en las figuras 4 y 5 las estructuras obtenidas, en ellas podemos observar que 

la estructura secundaria consta fundamentalmente de alfa hélices y una estructura 

terciaria tipo globular. Este tipo de patrones se ha denominado como proteínas “todo 

hélice”(del inglés “all-helix protein”). Con respecto a la confiabilidad del modelo 

teórico, a la estructura obtenida se le hizo un análisis mediante gráficos de 

Ramachandran51,52 (figura 4-D), donde se observan los ángulos de torsión Phi y Psi de 
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la cadena de la proteína, este mapa esta separado en 4 cuadrantes y estos contienen 

zonas de probabilidad de diferente color, donde se sitúa al residuo dependiendo de la 

combinación de los dos ángulos que lo componen; así, encontramos en el análisis que la 

estructura muestra varios aminoácidos a tensión, esto no ocurre en la naturaleza debido 

a que esto implicaría un alto costo energético, y el encontrarlos de esta forma aquí, es 

debido a que el algoritmo usado por el servidor de LOOP trabaja buscando secuencias 

parecidas que estén resueltas experimentalmente, y contando una vez con ellas, 

sobrepone la secuencia problema dándole una forma muy semejante, sin tomar en 

cuenta la composición de residuos; sin embargo, los aminoácidos en sitios no 

permitidos son muy pocos (<1%), por lo que se considera que de forma global la 

estructura es confiable. En la figura 6 se representa el alineamiento tridimensional de 

todas las estructuras, en esta figura se observa que tanto la proteína canónica como sus 

tres isoformas poseen una estructura tridimensional idéntica. 

 

 

 

Figura 4 .-Estructura tridimensional de la secuencia canónica de HMMR. Perspectivas: A) Longitudinal, B) transversal, C) se 
muestra en Amarillo el sitio de unión de hialuronano, D) Mapa de Ramachandran y estructura esquemática 
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Figura 5 .-Estructuras tridimensionales de las isoformas de B, C y D de HMMR, a la izquierda de cada estructura se aprecia el mapa 
de Ramachandran para cada predicción. 
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8.2.3 VMD 

Por último, la estructura empírica de la secuencia canónica se proceso en el programa 

VMD para crear las condiciones en las que se encontraría la proteína si se encontrara 

embebida en una membrana lipídica. Los resultados se muestran en la figura 7, donde se 

observa que la proteína cuenta con porciones intracelulares, extracelulares y 

transmembrana. 

 

 

Figura 6 .-Alineamiento tridimensional de HMMR y sus variantes. HMMR en rojo, variante B en verde, variante C en Amarillo y 
variante D en negro. A) perspectiva longitudinal. B) perspectiva transversal 
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Figura 7.- Estructura tridimensional de HMMR embebida en una membrana lipídica. A) 
vista transversal, B) vista tangencial superior, C) vista tangencial inferior 
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9 DISCUSIÓN 

 

9.1 Alineamientos 

El alineamiento de las estructuras primarias que se observa en la figura 3 demuestra que 

existe poca diferencia entre HMMR y sus isoformas. Dentro de la información 

funcional de HMMR se sabe que los sitios de unión a hialuronano son dos, y están 

ubicados en una región de 10 aminoácidos de la posición 657-666 y otra región de 11 

aminoácidos ubicados en los residuos 635-645. En la figura 3 C se observa que esta 

región se encuentra altamente conservada en las cuatro proteínas y que se trata de una 

región definitoria de la función de la familia . Por lo tanto se puede suponer que las 4 

isoformas tienen capacidad de unión al hialuronano. 

Por otro lado, las regiones en las que se encuentran los cambios son en la región inicial 

de la proteína, al momento no se ha asignado ninguna función para esta región en las 

bases de datos, sin embargo si se han reportado modificaciones postraduccionales, por 

ejemplo, la serina 20 se fosforila en la secuencia canónica, por lo que la isoforma D no 

presentaría esta modificación y las consecuencias de esto podrían ser un metabolismo o 

transporte intracitosólico diferente. El resto de modificaciones descritas (glicosilación 

en los residuos: 133, 477, 567 y 588) podrían estar conservadas en las C isoformas ya 

que la secuencia primaria es idéntica a partir del residuo 91. 

 

9.2 Estructura tridimensional 

Al comparar esta estructura con los diferentes tipos de estructura secundaria y terciaria, 

encontramos que se trata de una proteína transmembrana, esto basados en la revisión 

publicada por Von Heijne G en 2006 en nature reviews62 donde señala las 

características estructurales y topológicas de las proteínas transmembrana. Si 
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comparamos lo descrito en esa revisión con lo obtenido por nosotros encontramos lo 

que se representa en la figura 8, donde se observa el mismo patrón de alfa hélices y 

estructura globular. 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente realizamos el embebido de la proteína en una membrana lipídica para 

corroborar lo expresado anteriormente y encontramos lo que se observa en la figura 7, 

donde apreciamos que la proteína abarca la longitud promedio de una membrana, 

teniendo una región libre la cual se describió en la figura 4-C como el sitio de unión a 

hialuronano. 
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Una vez conociendo la información de la proteína canónica, realizamos el análisis de los 

cambios estructurales tridimensionales que ocurrieran como consecuencia de los 

cambios en la estructura primaria para cada isoforma, y encontramos lo que se observa 

en la figura 5, en la que se contemplan proteínas basadas meramente en hélices alfa y 

estructura globular. Por otro lado el análisis de cada estructura mediante mapas de 

Ramachandran demuestra lo mismo encontrado para la estructura canónica. Por lo 

anterior podemos concluir que las estructuras secundarias no sufrieron cambios 

secundarios a las modificaciones ocasionadas por splicing alternativo, así mismo se 

concluye que las estructuras son confiables. 

Para concluir se realizó un alineamiento tridimensional, con el fin de encontrar cambios 

finos en la estructura terciaria, los resultados de esto se representa en la figura 7. En 

dicha figura se superponen las cuatro estructuras y se le asigna un color a cada proteína 

en general, con lo que observamos que las diferencias son mínimas y se encuentran en 

las asas libres, las cuales en la naturaleza son móviles.  

Finalmente y con lo antes descrito, podemos considerar que aunque si existen cambios 

en la estructura primaria entre HMMR y sus tres isoformas, esto no conlleva a cambios 

en la estructura secundaria ni terciaria. Esto es de suma importancia, ya que puede 

inferirse que las isoformas son funcionantes, y que al ser expresadas en una célula 

neoplásica, tienen la misma capacidad de promover la migración que la proteína 

canónica, más aún, el expresar en un mismo momento a la proteína HMMR y a alguna o 

varias de sus isoformas, tendría la misma consecuencia que una sobreexpresión de la 

proteína y por tanto un incremento intracelular de su función. 
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10 CONCLUSIONES 

 

 

� El porcentaje de homología entre HMMR y sus tres isoformas es mayor al 98%, 

debido a que los cambios generados por splicing alternativo son mínimos.  

 

� La secuencia secundaria de HMMR consta de hélices alfa y asas libres, y no 

existen cambios significativos con respecto a las estructuras secundarias de sus 

isoformas. 

 

� La estructura terciaria de HMMR es globular y coincidente con una proteína 

transmembrana y no existen cambios con respecto a las estructuras terciarias de 

sus isoformas. 

 

� Al no contar con cambios importantes en las estructuras secundarias y terciarias, 

las isoformas de HMMR podrían ser igualmente funcionantes. 

 

� La expresión de HMMR y de sus isoformas en células neoplásicas, podrían 

incrementar la probabilidad de migración de la célula, mucho mas que la 

expresión sólo de HMMR. 
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11 PERSPECTIVAS 

 

 

� Las estructuras tridimensionales obtenidas en este estudio pueden ser usadas 

para estudios posteriores enfocados en el análisis de epítopes y generación de 

anticuerpos dirigidos a estas proteínas. 

� Es importante evaluar si la expresión de HMMR se asocia de forma 

estadísticamente significativa a un incremento en la metástasis de diversos tipos 

de tumores, así como si la expresión concomitante de sus isoformas lo 

incrementa 
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