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1.0 Introduccion

La biomineralizacion se define como la formacién de depdsitos minerales
(estructuras cristalinas) en los seres vivos. La formacion de los minerales comienza
a escalas atdmicas llevando a la formacion de bloques nanoestructurados
macroscopicos y organizados en estructuras jerarquicas complejas (Beniash, 2011).
Los minerales formados en el proceso de biomineralizacion, también conocidos
como “biominerales”, tienen distintas funciones en los organismos como: proteccion,
locomocion, mecanotransduccion, masticacion, reservorio de iones y funciones
Opticas. Por ejemplo, las conchas de moluscos o los huesos de la caja toracica
tienen una funcién de proteccion, mientras los Organos dentarios participan en
funciones masticatorias y huesos largos tienen funciones de soporte, por citar
algunos (Chen, 2019).

La biomineralizacién es un area de estudio multidisciplinaria que involucra a la
biologia, quimica, cristalografia, ciencia de materiales, mineralogia, entra otras
ramas cientificas (Estroff, 2008). La importancia radica en sus potenciales
aplicaciones a largo plazo, una vez entendidos los mecanismos bioldgicos
asociados a la formacion de los biominerales. Dichas aplicaciones abarcan los
campos de la bioingenieria de tejidos en la sintesis de biomateriales implantables o
incluso la ingenieria ecoldgica en el disefio de materiales sustentables (Ige, 2012) .
Ademas, con vital importancia en el tratamiento de patologias asociadas a los

tejidos mineralizados, como la osteoporosis u osteogénesis imperfecta (Sun, 2019).

Los mamiferos presentan diferentes tejidos mineralizados, como el tejido 0seo,
esmalte, dentina, cemento radicular y otolitos (Pasteris, 2008). El hueso es el tejido
mineralizado mas abundante en el cuerpo humano, cuya composicion quimica y
organizacion estructural son responsables de sus propiedades mecanicas unicas.
El hueso es un material compuesto heterogéneo, formado por una fase mineral y
una fase orgénica, esta Ultima también conocida como matriz organica. La fase

mineral esta formada por el mineral de hidroxiapatita [Ca;o(PO,4)s(OH),] (HA) y la



fase orgénica se divide en proteinas colagenas (~90%), proteinas no colagenas
(NCP)(~5%)) lipidos (~2%) y agua (Boskey, 2013).

La mayoria de las proteinas que conforman las NCP son proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDP) (Wojtas, 2012). Las IDP se caracterizan por contener en su
secuencia de aminoacidos un alto contenido de residuos con carga eléctrica y
polares, pocos residuos aromaticos e hidrofébicos, ser altamente flexibles, poder
unirse a mas de un ligando y tener mditiples funciones (Dyson, 2016). Las IDP no
tienen una estructura tridimensional definida y adquieren una conformacién de giros
aleatorios y bucles (loops), ya sea en la totalidad de la cadena peptidica o en
regiones localizadas; estas regiones reciben el nombre de intrinsecamente
desordenadas (IDR). Experimentalmente, es complejo dilucidar la estructura de una
IDP, prueba de ello es la existencia de proteinas en la Protein Data Bank (PDB) con
regiones faltantes debido a su muy baja resolucion y la alta movilidad del segmento
(Uversky, 2010). Las IDP carecen de la capacidad de formar cristales de proteina y
no dispersan de forma adecuada los rayos X (Uversky, 2010). Ademas, las IDP
relacionadas a la formacion de los tejidos mineralizados son de un tamafio mayor a
los 35 kDa, lo cual es el limite en resolucién de la resonancia magnética nuclear
(NMR) de proteinas (Frueh, 2013). Una aproximacion para obtener un panorama
atomico de las IDP, son los métodos de simulaciones de dinamica molecular (DM)
para estudiar la estructura tridimensional de las IDP y las interacciones con sus
ligandos (Perovic, 2018). Sinembargo, las IDP pueden adquirir estructuras estables
al ser modificadas postraduccionalmente o al unirse a alguno de sus ligandos
(Boskey, 2007).

Las IDP participan en procesos de sefializaciéon celular, regulacion de la
transcripcién, traduccion y acoplamiento de ciclo celular, organizacion de la
cromatina, transporte nuclear y en procesos patoldégicos como la metastasis del
cancer (Wright, 2015; Kalmar, 2012).

Las NCP asociadas al tejido 6seo y 6rganos dentarios tienen un mayor nimero de

fosforilaciones, a diferencia de otras NCP de tejidos conectivos suaves (Veis, 1997).



Esto sugiere que las fosforilaciones son parte importante del mecanismo de
biomineralizacion.

Inicialmente, las NCP encontradas en la matriz organica del hueso fueron
estudiadas por su capacidad de inducir la adhesién celular, unién a iones Ca?* e
hidroxiapatita, y participar en la formacién del tejido 6seo (Young, 1992).
Actualmente, se sabe que las NCP de los tejidos mineralizados consisten
principalmente en proteinas &cidas y tienen un rol crucial en el proceso de
biomineralizacion, dada su capacidad de regular al proceso positiva o
negativamente (Gorski, 2011). Las NCP actian como nucleadoras, reguladoras e

inhibidoras de la orientacion y crecimiento de los cristales minerales de HA (Kalka,
2019).

Una de las NCP de mayor interés es la sialoproteina 6sea (BSP), la cual representa
aproximadamente un 12% de las NCP en tejidos mineralizados (McKee, 2012). La
BSP fue reportada por primera vez en 1972, sin embargo, sélo se trataba de un
fragmento de la proteina. La BSP completa se purific6 a partir de hueso bovino, se
describié como una proteina con una masa molecular relativa (Mr) de 59,000, un
alto contenido de &cido sidlico y rica en oligosacaridos (Heinegard, 1989). En
general, BSP es una glicoproteina de ~68 kDa (Kim, 1994) codificada por el gen
IBSP localizado en el cromosoma 4 en humanos (Fisher, 1990). Su estructura
primaria consta de trescientos diecisiete aminoacidos (Anexo 2), de los cuales los
dieciséis primeros aminoacidos corresponden a la péptido sefial (Ganss, 1999) y se
le han reportado distintas funciones. BSP contiene una secuencia de
reconocimiento de integrinas, un dominio RGD (arginina-glicina-aspartato), el cual
es critico para la sefalizacién celular y en la diferenciacion de los osteoblastos
(Baht, 2008). Se ha mostrado que BSP puede unirse a distintos ligandos como
colageno, metaloproteinasas, integrinas e hidroxiapatita (Gordon, 2007). Ademas,
mediante experimentos realizados con “4°Ca?* se demostré la capacidad de
interaccion de BSP con iones Ca?*, cuyos resultados indican una unién a ochenta y
tres iones Ca?* por molécula y una constante de unién de 0.5-0.1mM (Chen, 1992).

Mediante una modificaciéon del método de Scatchard y usando BSP, purificada de
8



una linea celular de osteosarcoma de rata, se calculé una Kd= 2.6 x10-°M para la
interaccion BSP con HA (Stubbs, 1997). Adicionalmente, se demostré el potencial
de BSP con modificaciones postraduccionales para inhibir la nucleacion de HA
(Stubbs, 1997). A pesar de estos datos, Hunter (1993) demostré6 que BSP tiene la
facultad de nuclear cristales de HA, utilizando BSP purificada de la calvaria de
cerdos adultos. Las IDP de los tejidos mineralizados, pueden actuar de manera
distinta en la nucleacién de los minerales debido a la posiciénde las modificaciones
postraduccionales, la concentracién de la proteina y su origen (Villarreal-Ramirez,
2017).

BSP en mamiferos tiene una conservacion en secuencia del 45%y entre un 10%y
23% de sustituciones conservativas (Ganss, 1999). Las regiones con mayor
conservacion en la secuencia corresponden a los extremos amino y carboxilo
terminal, la secuencia RGD y las regiones ricas en acido gluthmico. Es
generalmente aceptado que la conservacion filogenética de una secuencia suele
implicar su importancia bioldgica funcional y estructural (Ponting, 2017). Estudios
de la estructura de BSP usando NMR unidimensional concluyeron que BSP tiene
una estructura flexible sin regiones estructurales significantes (Fisher, 2001). Los
resultados de dicroismo circular (CD) reportados por Wuttke (2001) indican un
contenido de 5% hélice a, 32% lamina B, 17% giros B y 46% giros aleatorios.
Mientras, los estudios reportados por Tye (2003) mostraron en CD para BSP
recombinante un contenido en estructura secundaria de 13.8% de hélice a, 43.5%
de lamina B, 10.8% de giros B, 8.1% de hélice poli-pro (I) y 18.9% de estructura
desordenada. Ademas, en estudios de dispersion de rayos X de bajo &ngulo (SAXS)

se observd una estructura de giros aleatorios(Tye, 2003).

BSP es una proteina con una carga global negativa y con un alto grado de
fosforilacion. Experimentalmente, se ha demostrado que BSP tiene, de manera
natural (invivo), aproximadamente 5.8 mol de serina fosforilada por mol de proteina,
modificaciones correspondientes a las enzimas CKIl, PKCy cinasa dependiente de
cGMP (Salih, 2003). Estudios realizados en BSP bovina muestran que hay 11 sitios

potenciales identificados para ser fosforilados, sin embargo, no todos se encuentran
9



fosforilados para una poblacion dada de moléculas aisladas de hueso a una edad
especifica, mostrando asi una heterogeneidad en las modificaciones
postraduccionales (George, 2008). Ademas, se sabe que la mayoria de estas
fosforilaciones ocurren en la region cercana al extremo amino terminal. Este cluster
de fosforilaciones puede influenciar la capacidad de union a HA de dos zonas de
repeticiones de acido glutAmico debido a la alta carga negativa (Ganss, 1999).

Debido a lo anterior esta proteina se sefiala como un posible punto de control en el
proceso de formacién de tejido mineralizado. Sin embargo, la naturaleza de sus
interacciones y mecanismos no son completamente conocidos debido a la falta de

una estructura experimental a nivel atomico (Yang, 2010).

No obstante, existen estudios de simulaciones de DM que permiten ampliar el
conocimiento acerca de las posibles interacciones de la BSP. Tal es el caso de
trabajo realizado por Vincent (2013), donde un modelo de BSP fue construido con
base en la informacién existente en publicaciones incluyendo glicosilaciones,
fosforilaciones y sulfataciones. Con los resultados de este trabajo se sugiere que
las moléculas de BSP son transferidas de la superficie celular a las fibras de
colageno donde actian como nucleador de HA por medio de interacciones
electrostaticas con iones Ca?* en la fase mineral. Sin embargo, no profundizan en
las interacciones especificas entre los iones Ca?*y BSP. En la investigacion de Baht
(2010), se estudia el rol la serina 136 fosforilada en la BSP de rata (serina 133 en
BSP humana) sobre la nucleacion de HA y se encontré que la fosforilacion regula la
nucleacion de HA.

En esta tesis se busca estudiar distintos fragmentos de la sialoproteina Osea
humana para evaluar el efecto de las fosforilaciones sobre su capacidad de
interaccion con Ca?* y sus propiedades estructurales para la identificacion de

dominios que puedan estar involucrados en el proceso de biomineralizacion.

10



2.0 Objetivos
2.1 Objetivo general

Identificar los motivos de unién a Ca?* y el efecto de las fosforilaciones en los
péptidos de la sialoproteina osea.

2.2 Objetivos particulares
1) Realizar mediante andlisis bioinformatico una seleccion de péptidos

correspondientes a regiones de la BSP cuyas caracteristicas pudieran
permitir la interaccion con sus ligandos fisiolégicos.

2) Determinar los dominios de unién a Ca?* en la proteina BSP mediante un
metodo de simulaciones de dinamica molecular.

3) Correlacionar los cambios estructurales de los péptidos de BSP en ausencia
y presencia de su ligando Ca?*.

4) Identificar el efecto de las fosforilaciones en la BSP y en la asociaciona su
ligando Ca?*.

11



3.0 Antecedentes
3.1 Biomineralizacion

La biomineralizacién es un fendmeno ampliamente distribuido en la naturaleza, cuyo
resultado es la formacion de minerales a partir de materia organica e inorganica.
Estos minerales tienen diversas funciones en los organismos donde fueron
producidos: brindar proteccion como las conchas de los moluscos y braquiépodos,
funciones masticatorias y dar soporte como los dientes y huesos en mamiferos
(Addadi, 2014), por mencionar algunos ejemplos. Actualmente la biomineralizacion
es todo un campo de estudio multidisciplinario relacionado con ciencias como
medicina, biogeoquimica, bioquimica, ingenieria de tejidos y biomateriales.

La biomineralizacion puede ser clasificada de acuerdo con varios criterios, uno de
ellos es el grado de control que ejerce un organismo sobre ésta. Resultando en

“Biomineralizacion biolégicamente inducida” y "Biomineralizacion bioldgicamente
controlada” (Lowenstam, 1981).

3.1.1 Biomineralizacién biolégicamente inducida

La formacién de minerales por este tipo de proceso generalmente tiene como
caracteristica una nucleacion y crecimiento extracelular, siendo resultado de la
actividad metabdlica del organismo, asi como interacciones quimicas entre

subproductos y el medio ambiente, carencia de morfologia y orientacion cristalina,
y carencia de algin mecanismo regulador especifico (Lowenstam, 1989).

Este fenbmeno es predominante en bacterias y hongos, aungque esto no significa
gue sea inexistente en animales o plantas. Un ejemplo es la mineralizacion de la
corteza del arbol Milicia excelsa, un arbol originario de Africa, como consecuencia
de la oxidacion de oxalato de calcio, debida a bacterias, y su posterior deposicion
en tejidos (Braissant, 2004).

12



3.1.2 Biomineralizacién biolégicamente controlada

La produccion de minerales como un proceso controlado es consecuencia de
actividades fisiolégicas del organismo y se encuentra controlada en tres aspectos
claves (Chen, 2019):

e Espacial: Ocurre en lugares delimitados como pueden ser vesiculas o
uniones estrechas entre células.

e Estructural: Los cristales presentan un tamafio y forma uniformes, y un
arreglo cristalino definido, a diferencia de los cristales formados por un
proceso inducido.

e Quimico: La composicion del cristal, y por lo tanto sus propiedades, es
constante. El mineral no se ve afectado por moléculas circundantes a
diferencia de la mineralizacién inducida, donde el medio ambiente puede
influir en la formacion de uno u otro compuesto.

El proceso puede ser descrito de diferentes formas, de acuerdo con los autores y a
la postura o finalidad con la que se aborda el tema, este trabajo se apega a la
descripcién realizada por Lowenstam (1989). En este libro se menciona que un
proceso de mineralizacion biolégicamente controlada puede ser descrito en funcion
de los distintos procesos de control que tienen lugar para obtener un producto final.
Teniendo en consideracién que “en el mundo real’ las etapas pueden ser muy
diferentes o incluso simultaneas en funcién del organismo. A continuacién, se habla

brevemente de estos puntos de control:
e Restriccion espacial.

El lugar en el que se forma el mineral es aislado del resto del ambiente, ya sea por
vesiculas, bicapas lipidicas, células o polimeros de macromoléculas. Dichas
restricciones pueden ser intra y extracelulares. Un ejemplo claro de restriccion
espacial se encuentra en las bacterias que producen magnetosomas, también

conocidas como bacterias magnetotacticas. Un magnetosoma es una vesicula

13



intracelular en la que un cristal de un mineral con propiedades magnéticas presenta

nucleaciéon y crecimiento (Gorby, 1988).
e Matriz organica preformada.

Principalmente en aquellos procesos involucrados con el desarrollo de partes
esqueléticas se observa una subdivision del espacio previamente definido,
regularmente por células, para la mineralizacion. Esta subdivision corresponde a un
conjunto de macromoléculas conocidas como la matriz organica. Es necesario
aclarar que no todos los casos en los que hay una restriccion espacial se presenta

una matriz organica, pero para los propositos de este trabajo es el escenario ideal.

La matriz organica se forma por el autoensamblaje de moléculas secretadas al
espacio previamente delimitado. Un ejemplo es la matriz organica compuesta por
moléculas de coldgeno y otras proteinas en la formacion de hueso y dientes (Miller,

1984). Las matrices tienen la caracteristica de ser permeables a los iones y ayudar
a formar la estructura en la que se llevara a cabo la mineralizacion.

e Saturaciéon del medio.

Uno de los requisitos indispensables para la precipitaciéon del mineral es la
saturacion del ambiente en el que se llevara a cabo, asi como todas las
consideraciones cinéticas y termodinamicas necesarias. Estas condiciones son
idénticas a aquellas involucradas en el estudio de soluciones saturadas en el
laboratorio (Nancollas, 1977). La formacién del licor madre se encuentra mediada
por toda la maquinaria celular encargada de regular la biomineralizacion. Ejemplo

de esto son las bombas de iones especificas.
¢ Nucleacion.

El mecanismo de nucleacion puede variar dependiendo de las caracteristicas del
proceso de mineralizacion, especificamente del tipo de delimitacion. A manera
general, puede existir un control indirecto o directo sobre ésta. De manera indirecta,
la presencia de ciertas moléculas en solucién puede inhibir la formacién de un

nicleo naciente de un mineral y, a la vez, permitir que otro se forme. Por ejemplo,
14



la presencia de ATP inhibe la formacion de fosfato de calcio cristalino y favorece la
formacion de fosfato de calcio amorfo (Posner, 1984). Mientras que el control directo
suele ocurrir en una superficie sélida pues facilita la formacion del nicleo critico al
limitar el movimiento de las moléculas; sin embargo, se carece de detalles a nivel
nanométrico de las interacciones existentes en etapas tempranas (nucleacion y
crecimiento) por la falta de herramientas que permitan generar imagenes de alta

resolucion en ambientes fluidos (Kroger, 2015).
e Crecimiento y terminacion del cristal.

Hay estudios in vivo realizados en erizo de mar donde se muestra que la regulacion
del crecimiento del cristal esta mediada por glicoproteinas acidas que a la vez
afectan la morfologia del cristal que se forma (Lowenstam, 1989). El mineral crece
sobre las proteinas y se observa que estas se encuentran ocluidas dentro del cristal
ya formado. Existen pocos ejemplos detallados del proceso de crecimiento de un
cristal; pero hay teorias que indican a las moléculas encargadas de favorecer la
nucleacion del cristal como responsables del proceso terminacién de éste. Un
ejemplo son los polisacaridos involucrados en la formacion de cocolitos. Estos
polisacaridos se encuentran ligados a la membrana de vesiculas donde interactian
con proteinas e inducen el crecimiento de los cristales, posteriormente al

presentarse como moléculas libres cubren al cocolito e inhiben el crecimiento
terminando asi la formacion del mineral (Simkiss, 2012).

3.1.3 Tejidos mineralizados humanos

Los tejidos mineralizados son estructuras compuestas de una fase que comprende
a la matriz organica, una fase mineral y células cuyas caracteristicas, como la
complejidad y composicion, pueden variar de acuerdo con el tipo de tejido y el
organismo (Kruzic, 2008) . Algunos ejemplos son huesos, dientes, esponjas de mar,
nacar y conchas de moluscos. Para el propésito de este trabajo s6lo se abordaran
aguellos presentes en humanos haciendo especial énfasis en huesos. Sin embargo,
se pretende dejar de lado detalles anatomicos/fisioldgicos que no sean plenamente

necesarios para el cometido de esta tesis.
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Boskey (2007) realiza un analisis jerarquico de la estructura de huesos vy dientes,
desde la escala de centimetros (6rganos) hasta la ultraestructura (componentes
individuales de los tejidos). Con esta informacion, junto a la publicacién de McKee
(2005), se pretende dar un contexto que sirva como prefacio para las siguientes

explicaciones.
e Escala de 6rganos.

Es anatomicamente posible diferenciar entre distintos tipos de huesos, mismos que
tienen diferentes funciones y estructuras variables. Por ejemplo, se puede distinguir

entre los componentes del diente: dentina, cemento y esmalte.
e Escalatisular.

A este nivel se distinguen tres componentes fundamentales: una fase mineral, una
matriz organica y ceélulas que controlan el proceso de mineralizacién (seccion
3.2.2). Una de las funciones de estas células es mantener los niveles de iones
calcio, magnesio y fosfato en el cuerpo, constituyendo de esta manera una de las

mayores funciones no mecanicas de los huesos. Cuando hay un desequilibrio en
esta homeostasis puede ser sefial de alguna patologia.

e [Escala microestructural.

En esta escala se destacan las unidades estructurales que componen a los tejidos,
como trabéculas y osteonas en hueso y tlbulos que permean la dentina en los

dientes.
e Escala ultraestructural.

En este nivel se encuentran los elementos de mayor interés para este trabajo. Esta
escala engloba los componentes individuales de los tejidos: matriz organica y los
cristales minerales. El biomineral que se encuentra en dientes y huesos es un
analogo al mineral geolégico HA.

La HA geoldgica o HA estequiométrica es un mineral de la familia de las apatitas,
su formula ideal es Caio(POa4)s(OH)2 con relacion molar de 1.67 Ca/P y es una de
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las formas mas usuales del fosfato de calcio (Fihri, 2017). Desde un punto de vista
quimico las principales diferencias entre la HA biolégica, o no estequiométrica, y la
estequiométrica son: un alto grado de sustitucion en las redes cristalinas donde
cationes como Na*, Mg?*, K*, entre otros, toman el lugar de iones Ca?*, la presencia
de carbonatos, deficiencia en grupos OH- vy diferencias de solubilidad (Lin, 2015).
Los cristales de HA son depositados en la matriz organica, que funciona a modo de
andamio para la formacién de estos. La matriz organica se encuentra constituida

principalmente de colageno.

El colageno es una familia de proteinas estructurales que se encuentra ampliamente
distribuida en practicamente todos los eucariontes, a excepcion de las plantas y
protozoarios, y que en el humano representa la proteina mas abundante
constituyendo mas de un cuarto de la masa seca del cuerpo (Collier, 2018). Una
molécula de colageno esta formada por tres cadenas polipeptidicas conocidas como
cadenas a. De los distintos tipos de colageno descritos el tipo | es el mas abundante,
encontrandose en diversos tejidos como tendones, ligamentos, hueso, piel y
corneas. Es un heterotrimero de composicion {[a1()]2 [02(])]}, es decir dos cadenas
a1y una cadena a2 de colageno tipo I, que son codificadas por los genes COL1A1
y COL1A2, respectivamente (Shoulders, 2009) . Cada una de las cadenas tiene
repeticiones Gly-X-Y donde Xy Y pueden ser cualquier amino&cido, pero con mayor
frecuencia son prolina y 4-hidroxiprolina, respectivamente. La presencia de estos
aminoacidos es responsable de la caracteristica triple hélice en las moléculas de
colageno, siendo la 4-hidroxiprolina esencial para la formacion de puente de
hidrégeno intramoleculares que contribuyen a la estabilidad de este dominio
helicoidal (Kadler, 1996). Las moléculas de colageno también cuentan con dominios
en los extremos Ny C terminales que no forman triple hélice y son conocidos como
“‘dominios no colagenos (NC)’, los cuales se numeran, en funcién del carboxilo
terminal, como NC1, NC2, etc (Kadler, 2007).

El colageno tipo | se encuentra clasificado como “formador de fibrillas”, esto significa
gue moléculas helicoidales individuales, conocidas como tropocolageno, se

ensamblan en un complejo jerarquico. El rasgo caracteristico de las fibrillas es que
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tienen una periodicidad “D”, donde D= 67nm. Este término hace referencia al
escalonamiento axial de las moléculas individuales, esta distancia es la suma de las
regiones de separacion (gaps) y de superposicién (Shoulders, 2009), tal como se
muestra en la figura 1.

traslape
gap

+—r
D= 67nm

Figura 1. Representacion esquematica de una fibrilla de Colageno
El arreglo de las moléculas de tropocolageno se representa de color azul, se ejemplifica
un gap y una zona de traslape. El gap equivale a 0.54D y el traslape a 0.46D.

Este arreglo es responsable de la flexibilidad que presentan los tejidos no
mineralizados, mientras que al ser cubierto de mineral brinda la fuerza caracteristica

de un tejido mineralizado. Se sabe que las particulas de HA se depositan en estos
gaps para despues expandirse a lo largo de la fibrilla y de la matriz organica.

Sin embargo, el colageno no es la Unica molécula que conforma la matriz organica.
También esta compuesta por proteinas “no colagenas” (NCP). Existen estudios
sobre estas proteinas donde se sefiala su capacidad para unirse al coladgeno y a la
HA, indicando un rol potencial en el desarrollo de hueso durante la mineralizacion
(Termine, 1981). Estas NCP frecuentemente son clasificadas como proteinas
intrihnsecamente desordenadas (IDP).

3.2 IDP

Las proteinas desempefian un amplio espectro de funciones: enzimas, hormonas,
antibioticos, acarreadores de electrones, anticuerpos, por mencionar algunas
(McLachlan, 1972). Se sabe que la estructura de una proteina estd determinada
por su secuencia de aminoacidos y comunmente, en la ensefianza, se menciona
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que una proteina puede adoptar estructuras de tipo secundaria, terciaria y en
algunos casos estructura cuaternaria. También se sabe que un dominio proteico es
una subestructura que se forma de partes de una cadena peptidica que se puede
plegarse en una estructura estable y compacta (Alberts, 2015). Esto es un
paradigma que surgié en el siglo XX gracias a la solidificacion del conocimiento
sobre la relacién funcidn-estructura de las proteinas, donde el punto central sefiala
que una estructura tridimensional es un requisito obligatorio para la funcién de una
proteina (Romero, 2001). Sin embargo, en el afio de 1978 mientras se estudiaba la
proteina disco del virus mosaico del tabaco se descubrié una region descrita como
“un loop flexible” de aproximadamente veinticuatro aminoacidos, la cual a pesar de
carecer de una estructura definida tenia la capacidad de interactuar con RNA
(Bloomer, 1978). Con el paso de los afios se incrementd el estudio de estas
proteinas, conocidas como IDPs, y desde la década de 1990 se han vuelto un area
de especial interés debido a que cada vez se conocen mas papeles funcionales de
estas moléculas tanto en procesos bioldégicos como en patolégicos, y hoy en dia se
sabe que representan aproximadamente un 30% del proteoma humano (Atkins,
2015). Boskey (2016) sefiala que las IDP son proteinas con una estructura
altamente variable, algunas de ellas no presentan una estructura definida mientras
gue otras presentan regiones desordenadas. Exhiben un alto grado de hidrofilicidad
debido a su estructura primaria, siendo rica en aminoacidos polares y cargados y
pobre en residuos hidrofébicos y voluminosos (van der Lee, 2014). No obstante,
pueden adquirir una estructura al ser modificadas postraduccionalmente o al unirse
a otras moléculas. Un ejemplo es la biomineralizacion de vertebrados, donde la
mayoria de las proteinas asociadas con la formacion y crecimiento de la HA son
IDP (Boskey, 2016). Se ha demostrado que son participes del proceso de
biomineralizacion. Existen subclasificaciones de este grupo de moléculas que se

encuentran involucradas en la mineralizacion de fosfato de calcio (Wojtas, 2012):

e SIBLINGSs.
e Proteinas de esmalte.

e Estaterina.
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Solo se harda mencion del grupo nombrado SIBLINGs.

3.2.1 SIBLINGs
“Small integrin-binding ligand, N-linked glycoproteins” o SIBLINGS son un grupo de
NCP consideradas como una familia de proteinas compuesta por cinco

glicofosfoproteinas de unidn aintegrinas (Bellahcene, 2008):

e Osteopontina (OPN).

e BSP.

e Proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1).

¢ Sialofosfoproteina de dentina (DSSP).

e Fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE).

El término “SIBLINGs” hace referencia a la familia de genes cuyos productos
comparten caracteristicas bioquimicas y genéticas, mismas que son (Wojtas, 2012):

I.  Organizacion de genes y localizacion cromosomica similar.
ll.  Existencia de motivos RGD en su secuencia, que regulan la adhesién y
sefalizacion celular.
[ll.  Modificaciones postraduccionales: fosforilaciones y glicosilaciones.
IV. Abundancia de residuos de aminoacidos acidos.
V. Capacidad de union a colageno y iones Ca?", y presencia en tejidos
mineralizados.
VI.  Caracter molecular intrinsecamente desordenado.

De este grupo es de particular interés la BSP.

3.2.2 BSP

La BSP fue reportada por primera vez en 1972, sin embargo, solo se trataba de un
fragmento de la proteina. La BSP completa se purifico a partir de hueso bovino, se
describié como una proteina con una masa molecular relativa (Mr) de 59,000, un
alto contenido de acido sidlico y rica en oligosacaridos, punto isoeléctrico de 3.9y
alto contenido de glutamato y aspartato (Heinegard, 1989). En general, BSP es una

glicoproteina de ~68 kDa (Kim, 1994) codificada por el gen IBSP localizado en el
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cromosoma 4 en humanos (Fisher, 1990). Su estructura primaria consta de 317
aminoacidos (Anexo 2), de los cuales los 16 primeros aminoacidos corresponden a
la péptido sefial. La proteina se divide en tres dominios: dominios N y C terminal,
residuos 1-45y 219-301 respectivamente, y un dominio central, residuos 46-218
(Ganss, 1999). BSP contiene una secuencia de reconocimiento de integrinas, un
dominio RGD (arginina-glicina-aspartato), el cual es critico para la sefializacion
celular y en la diferenciacion de los osteoblastos (Baht, 2008). Se ha mostrado que
BSP puede unirse a distintos ligandos como coldgeno, metaloproteinasas,
integrinas e hidroxiapatita (Gordon, 2007). Ademas, mediante experimentos
realizados con 4°Ca?* se demostrd la capacidad de interaccién de BSP con iones
Ca?*, cuyos resultados indican una unién a 83 iones Ca?* por molécula y una
constante de unién de 0.5-0.1mM (Chen, 1992). Mediante una modificacién del
método de Scatchard y usando BSP, purificada de una linea celular de
osteosarcoma de rata, se calculé una Kd= 2.6 x10-°M para interaccion BSP con HA
(Stubbs, 1997). Adicionalmente, se demostr6 mediante experimentos de
cuantificacién por absorcion atémica la pérdida de Ca?* en el sobrenadante de
distintas soluciones con fragmentos de BSP, corroborando la capacidad de BSP de
secuestrar iones Ca?* de la solucién (Stubbs, 1997). También, se ha observado el
potencial de BSP con modificaciones postraduccionales para inhibir la nucleacion
de HA (Stubbs, 1997). A pesar de estos datos, Hunter (1993) demostr6 que BSP
tiene la facultad de nuclear cristales de HA, utilizando BSP purificada de la calvaria
de cerdos adultos. Las IDP de los tejidos mineralizados, pueden actuar de manera
distinta en la nucleaciéon de los minerales debido a la posiciénde las modificaciones
postraduccionales, la concentracion de la proteina y su origen (Villarreal-Ramirez
bone 2017).

BSP en mamiferos tiene una conservacion en secuencia del 45%y entre un 10%y
23% de sustituciones conservativas (Ganss, 1999). Las regiones con mayor
conservacion en la secuencia corresponden a los extremos amino y carboxilo
terminal, la secuencia RGD y las regiones ricas en acido glutmico. Es

generalmente aceptado, que una secuencia conservada filogenéticamente suele
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implicar su importancia biolégica funcional y estructural (Ponting, 2017). Estudios
de la estructura de BSP usando NMR unidimensional concluyeron que BSP tiene
una estructura flexible sin regiones estructurales significantes (Fisher, 2001). Los
resultados de dicroismo circular (CD) reportados por Wuttke (2013) indican un
contenido de 5% hélice a, 32% lamina B, 17% giros B y 46% giros aleatorios.
Mientras, los estudios reportados por Tye (2003) mostraron en CD para BSP
recombinante un contenido en estructura secundaria de 13.8% de hélice a, 43.5%
de lamina B, 10.8% de giros B, 8.1% de hélice poli-pro (I) y 18.9% de estructura
desordenada. Ademas, en estudios de dispersion de rayos X de bajo angulo (SAXS)

se observd una estructura de giros aleatorios(Tye, 2003).

BSP es una proteina con una carga global negativa y con un alto grado de
fosforilacion. Experimentalmente, se ha demostrado que BSP tiene, de manera
natural (invivo), aproximadamente 5.8 mol de serina fosforilada por mol de proteina,
modificaciones correspondientes a las enzimas CKIl, PKCy cinasa dependiente de
cGMP (Salih, 2003). Estudios realizados en BSP bovina muestran que hay 11 sitios
potenciales identificados para ser fosforilados, sin embargo, no todos se encuentran
fosforilados para una poblacion dada de moléculas aisladas de hueso a una edad
especifica, mostrando asi una heterogeneidad en las modificaciones
postraduccionales (George, 2008). Ademas, se sabe que la mayoria de estas
fosforilaciones ocurren en la region cercana al extremo amino terminal. Zaia (2001)
reporta las siguientes fosforilaciones encontradas de manera experimental
mediante MALDI-TOF:
e Fosforilacion en la Ser-15.

e Fosforilaciones heterogéneas entre las posiciones 130-203 con nimero de
entre 0y 4 posibles fosforilaciones, los residuos mas probables para estas
modificaciones son, Ser-133,177 y 189, Thr-167.

Ademas, sugiere que la presencia de estas fosforilaciones y los niveles de fosfatasa
alcalina en la matriz organica pueden ser un mecanismo de regulacion para la

actividad de la BSP. Este cluster de fosforilaciones puede influenciar la capacidad

22



de unién a HA de dos zonas de repeticiones de &acido glutamico debido a la alta

carga negativa (Ganss, 1999).

En esta tesis se busca identificar segmentos de la BSP cuyas propiedades sean de
interés para estudiar, mediante simulaciones de DM, las interacciones con iones
Ca?* asi como el efecto que tiene la presencia de fosforilaciones en estas
interacciones y en caracteristicas estructurales de los distintos péptidos en estudio.
Los criterios por considerar en los fragmentos de BSP son los resultados de la
prediccion de IDRs, de fosforilaciones y estructura secundaria, y conservacion de
secuencia, presencia de cargas eléctricas, asi como la informacién existente en
bibliografia. Se espera que algunos de los péptidos que reunan las caracteristicas
ya mencionadas muestren una fuerte afinidad hacia el Ca?*y que existan cambios
conformacionales tras la interaccion entre péptido y iones, siendo asi potenciales
dominios funcionales de la BSP. De esta manera se busca ampliar el conocimiento
existente acerca de BSP y su rol funcional en la biomineralizacién. Este proyecto
pretende, a futuro, realizar estudios de asociacion/interaccion con otros ligandos
fisiologicos de BSP (HA, colageno), asi como la verificacion experimental de los

resultados obtenidos en este trabajo.
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4.0 Metodologia y bases tedricas

Para evaluar el papel de las fosforilaciones en BSP y su participacion en la union a
los iones Ca?* se utilizaron distintas herramientas bioinformaticas y simulaciones de
DM. A continuacién, se describen los fundamentos de las herramientas vy

procedimientos realizados. Las nomenclaturas utilizadas para nombrar a los
amino&cidos se encuentran en el Anexo 1.

4.1 Bioinformatica

La bioinformatica es una ciencia multidisciplinaria que incluye el conocimiento de
varias disciplinas como matematicas, fisica, medicina y biologia, cuyo principal
proposito es la captura, almacenamiento, analisis e interpretacion de datos para la
solucién de problemas biologicos (Bayat, 2002). Histéricamente se considera a
Margaret O. Dayhoff como madre de la bioinformética, debido a su papel en el
desarrollo de matrices para el analisis de secuencias de nucleétidos y aminoacidos
(Hunt, 1984). La bioinformatica ha encontrado soluciones en la prediccién de
estructuras tridimensionales de macromoléculas bioldgicas, dilucidaciéon de
mecanismos de catalisis enzimatica y en el desarrollo de farmacos (Xu, 2015), por
mencionar algunas. Se han desarrollado un gran nimero de algoritmos de analisis,
comparacién y prediccion, como lo son el BLAST y el aprendizaje automatizado o
“machine learning” (ML), los cuales fueron de utilidad en el desarrollo del presente
trabajo.

41.1 BLAST

“Basic Local Alignment Search Tool” o BLAST, por sus siglas en inglés, es un
algoritmo creado en 1990 por un grupo de trabajo en el National Center for
Biotechnology Information (Altschul, 1990). Se trata de un programa para busqueda
de similitudes de secuencia en bases de datos de proteinas y acidos nucleicos.
Entre sus distintos usos se puede mencionar la busqueda de filogenias, homologias,
identificacion de especies, entre otros. BLAST es un heuristico que compara

secuencias dadas por el usuario con secuencias en bases de datos y calcula la
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significancia estadistica de aquellas que coincidan. El algoritmo se puede describir
de la siguiente manera (Altschul, 1990,1997; Mount, 2001):

e De manera opcional, la secuencia se puede filtrar para remover regiones de

baja complejidad (LCR, por sus siglas en inglés).

Una LCR es aquella zona de una proteina que tiene una baja diversidad en su
composicion de aminoacidos. Esto puede ser. zonas que contengan muy pocos
aminodcidos diferentes o bien zonas que contienen un solo aminoacido. Las
posiciones pueden encontrarse como clister (agrupadas o en cumulos)
periodicamente o de manera irregular, lo que implica un bajo contenido de
informacion util para andalisis computacional (Coletta, 2010).

e Se genera una lista de palabras (ventanas) de longitud w a partir de la
secuencia de consulta.

Las palabras estadn formadas por un cierto nimero de letras que representan
aminoacidos o nucleétidos, segln sea el caso. Su longitud dependera del tipo de
molécula en estudio siendo w=3 para péeptidosy w=11 para DNA. Las palabras se
forman para cada una de las posiciones desde el inicio de la secuencia hasta llegar

a los ultimos tres aminoacidos.

e Se agrupan las palabras y se evalian con la matriz de puntuaciones

BLOSUMG62 para una coincidencia exacta. También se evallan las posibles
coincidencias con cualquier combinacion similar de aminoacidos.

Una matriz de puntuacion o “scoring matrix” es una herramienta que se utiliza para
estimar la similitud de un alineamiento de secuencias. BLOSUMG62 o “Blocks of
AminoAcid Substitution Matrix 62” es una matriz que fue calculada a partir de
alineamientos con un maximo de 62% de identidad (Henikoff, 1992). En la Figura 2

se muestran los valores de la matriz para cada par de aminoacidos
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Ala 4

Arg -1 5

Asn -2 0 6

Asp -2 =2 1 6

Cys 0 -3 -3 -3 9

Gin -1 1 0 0 -3 5

Glu -1 0 0 2 -4 2 5

Gly 0 -2 0o -1 -3 -2 -2 6

His -2 0 1 -1 =3 0 0o -2 8

lle -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

Leu -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4

Lys -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 =2 5

Met -1 -1 -2 -3 -1 0o -2 -3 -2 1 2 -1 5

Phe -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6

Po -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

Ser 1 -1 1 0 -1 0 o 0 -1 -2 =2 0o -1 -2 -1 4

Thr 0 -1 o -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 =2 -1 1 5

Tp -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11

Tyr -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7

Val o 3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 i -1 -2 -2 0 -3 -1 4
Ala Arg Asn Asp Cys Gin Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

Figura 2. Matriz BLOSUM®62
Se muestran los valores calculados para distintos pares de aminoacidos

Los numeros mostrados son valores logaritmicos de la probabilidad de encontrar
coincidencia de un par de aminoacidos, idénticos o diferentes, en secuencias

homadlogas. Fueron calculados de la siguiente manera:

Pab

fafb (1)

1
s(a,b) = /—1l0g

Donde P,, es la probabilidad de encontrar los residuos a y b alineados en
secuencias homdlogas y f,f,, son las probabilidades de encontrar los aminoacidos

en una secuencia aleatoria (Eddy, 2004).

e Se define una puntuacion limite (T), para reducir el nimero de posibles

palabras similares que pudieran coincidir con la lista de palabras original.

Por ejemplo, consideremos a “EDF” una palabra encontrada en la secuencia, el
algoritmo puede generar palabras similares como “EWF” y “EDM”. El valor para la
palabra generada a partir de la secuencia se calcula como la suma de los valores
para la coincidencia de los tres aminoacidos, es decir E-E, D-Dy F-F=5+6+ 6 =
17. Para palabras similares se calcula teniendo en cuenta el valor del aminoacido

gue se sustituye, para EWF se tiene que E-E, D-W y F-F=5 + (-4) + 6= 7 y para
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EDM =5+ 6 + 0 = 11. Cuando se tienen los valores para las palabras generadas,

el valor T ayuda a reducir el nUmero de posibles coincidencias para la generada a

partir de la secuencia. S6lo aquellas palabras por encima de T se conservan para

la busqueda. Suponiendo un T=10 para el ejemplo anterior, Unicamente “EDM” seria

considerada para los siguientes pasos.

El procedimiento anterior se repite con cada palabra generada a partir de la
secuencia inicial.

Se escanean las secuencias presentes en la base de datos en busca de
coincidencias exactas con las palabras elegidas para busqueda.

El siguiente paso tiene como propdsito extender las coincidencias entre las
secuencias para encontrar un segmento de secuencia mas grande, conocido
como “high-scoring segment pair’ o HSP, que tenga una puntuacién mayor a
la de la palabra original. En este punto es necesario hacer una aclaraciéon. La
version de BLAST utilizada actualmente, conocida como BLAST2 o gapped
BLAST, difiere en este paso del método empleado originalmente (Altschul,
1997). Anteriormente, después de encontrar una coincidencia entre las
secuencias se extendia el alineamiento en ambas direcciones de ésta hasta
gue la puntuacion del HSP empezara a disminuir, sin embargo, este paso
demanda de mucho tiempo de computo. En la version actual de BLAST se
utiliza un valor T més bajo que el del método anterior, generando asi una lista
de palabras mas grande, a continuacién, las coincidencias son

representadas como se muestra en la figura 3.
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Secuencia de consulta Nueva regidn unida

X /
it
Y
>< Distancia &
% X
X X

Secuencia en base de datos

Figura 3. Metodologia empleadaen BLAST2
(Tomada de la Wikipedia china y modificada para su uso, liberada al dominio pablico por
su autor “DISP”).

Las “X” representan las palabras, correspondientes al nuevo valor de T, con
coincidencia encontrada. EI programa hace uso de aquellas palabras que se
encuentren en diagonal y a una distancia A (zona oscura) y procede a unirlas para
formar un segmento de mayor longitud. Estos nuevos segmentos son utilizados para
encontrar los HSP bajo el mismo protocolo que se utilizaba en el BLAST original. El

score de los HSP encontrados se calcula a partir de la matriz.

e Todos los HSP obtenidos se enlistan y se compara su puntuacion con un
valor conocido como “S”. Este parametro es una medida de la similitud que
existe entre secuencias comparadas. El valor limite que se utiliza en el
algoritmo es determinado de manera empirica examinando una serie de
puntuaciones de secuencias aleatorias y seleccionando un valor
significativamente mayor. Sélo se conservan aquellos que sean mayores.

e BLAST determina la significancia estadistica para el valor de cada HSP.

e Sise encontraron dos o mas HSP se puede realizar un alineamiento mas

largo, dependiendo de sus significancias calculadas previamente.
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Enla versidon actual de BLAST se producen alineamientos que incluyen gaps,
sin embargo, estos conllevan penalizaciones para la puntuacion final del
alineamiento. La puntuaciéon de un alineamiento se calcula tal y como se
muestra en la ecuacion (2). M es la puntuacién de la matriz BLOSUM62 para
dos aminoacidos, “i“ y J", “¢” es el nimero de gaps presentes en el
alineamiento, “O” es la penalizacién por la existencia de un gap, “d” es la
longitud total de los gapsy “G” es la penalizacion por extension del gap. Los

valores por defecto son: O= 11, G= 1 (Kerfeld, 2011).

S = (ZMU)—CO—dG (2)

Una vez que se obtiene la puntuacion de los alineamientos, estos valores son
convertidos a un “valor E”. Este parametro describe el nimero de
coincidencias, para un alineamiento, que se pueden esperar por mera
probabilidad al buscar en una base de datos. La relacion entre la puntuacion
“S”y el valor “E” es exponencialmente inversa. Entre mas bajo sea su valor
mayor significancia tendran los alineamientos. Este nimero es comparado
con un valor E predeterminado por el algoritmo y aquellos alineamientos que

presenten un E mayor se reportan en los resultados.

4.1.2 Aprendizaje automatizado (ML)

Histéricamente el ML nace en la década de 1950 con el trabajo de Samuel (1959),
donde un programa de computadora para jugar damas tenia la facultad de aprender
a la vez que era ejecutado. El aprendizaje automatizado se refiere al proceso donde
diversos algoritmos aprenden iterativamente de distintos patrones u observaciones
de forma continua para ser capaces de dar predicciones de un grupo de datos (Lal,
2019). En otras palabras, son sistemas capaces de aprender de manera autbnoma

basandose en observaciones y analisis de patrones de un conjunto de datos.
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En el area de la inteligencia artificial hay distintas clasificaciones para la forma en
gue las maquinas adquieren conocimiento, las mas mencionadas en la literatura son

las siguientes (Ayodele, 2010):

e ML supervisado.

e ML no supervisado.

El aprendizaje no supervisado es aquel en el que los datos se presentan de manera
cruda, es decir, sin ningun tipo de etiqueta o identificador. Su propdsito es encontrar
patrones en la informacion y agrupar las muestras basandose en similitudes entre

las variables.

Por otro lado, el aprendizaje supervisado es una técnica en la que se entrena al
sistema mediante series de datos con etiquetas. Este tipo de ML es punto de interés
para los fines de esta tesis. Las etiquetas se presentan en pares a manera de
vectores, es decir, especificando un input u objeto de entrada y su respectivo output
o valor de salida deseado. Su uso se puede clasificar de dos maneras dependiendo
de la naturaleza del output: de clasificacidén para etiquetas o grupos y de regresion

para valores continuos (Ji, 2014). Este es uno de los sistemas méas empleados, por
lo tanto, se han desarrollado un gran nimero de técnicas, algunas de ellas son:

e Redes neurales artificiales (NN).
e Maquinas de vectores de soporte (SVM).

e Clasificacion Bayesiana.

e Bosques aleatorios (RF).

Sélo se hablarA de NN y SVM, ya que son los algoritmos que conforman los
predictores empleados.

4.1.3 Redes neurales artificiales (NN)

Las NN son una técnica de modelado basada en el procesamiento de informacién
gue ocurre en el sistema nervioso (Rumelhart, 1986a). Son utilizadas en distintas
areas de la ciencia como herramientas para reconocimiento y clasificacion de

patrones, identificacibn y modelado de sistemas, procesamiento de sefales e
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incluso para andlisis de secuencias peptidicas (Wu, 1997). Una de las ventajas de
las NN ante métodos estadisticos clasicos como regresiony ANOVA, es que pueden
ajustar datos donde la relacion entre variables dependientes e independientes no
es linear y donde la forma especifica de la relacién no linear es desconocida
(Francis, 2001). Las NN se clasifican de acuerdo con su arquitectura, dividiéndose
en dos grandes grupos “Feed Forward” y “Feedback”, la principal diferencia radica
en el sentido del flujo de la informacién: en las redes feed forward el flujo es lineal,
mientras que las redes de tipo feedback hay retroalimentacion entre los
componentes del sistema (Gardner, 1998). Unicamente el primer tipo es de interés

para esta tesis.

Las redes neurales son una técnica que se basa en la idea del perceptrén, también
conocido como “Single Layer Perceptron” (SLP) (Rosenblatt, 1958), siendo éste el
modelo mas simple de una red neural. Es de naturaleza binaria y Unicamente es
capaz de clasificar datos que se puedan separar linealmente. Su arquitectura

consiste en dos capas una de entrada y otra de salida, y se puede representar de
la siguiente manera:

E— Salida

T~

W,

Entrada

Figura 4. Arquitectura de un perceptron
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El sistema descrito en la figura 4 considera al modelo basico de un perceptron. Se
trata de un sistema que acepta N nUmero de elementos X de entrada, a los que se
les asigna un peso w y posteriormente una neurona realiza el computo de una suma
ponderada. Basandose en la funcion escalén de Heaviside (Reber, 2001) los
resultados de la suma son comparados con un valor limite 6, y se les asigna un

valor binario de acuerdo con la ecuacion (3):

|(1, iwixi =0 (3)
fw={ &
lo, Z wx; <

Las redes neurales se utilizan en casos donde la relacion no es linear, por lo tanto
un modelo SLP no seria suficiente para llevar a cabo estas tareas, es por esto por
lo que se utilizan redes neurales de tipo “Multi Layer Perceptron” (MLP). Una NN de
tipo MLP puede constar de tres o mas capas, dependiendo de su complejidad,
siendo éstas : una entrada, una salida y el resto se denomina como “hidden layers”

0 capas ocultas.

Capas ocultas

Entrada .

Salida

Figura 5. Modelo de un MLP de 4 capas
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Como se observa en la Figura 5 una NN de tipo MLP es un sistema en el cual las
neuronas se encuentran conectadas entre si, esto representa la relacion no linear
que existe entre el vector de entrada y el de salida. Las sefiales de salida dadas por
cada neurona son la suma de los inputs modificada por una funcion de activacion o
transferencia (Gardner, 1998). Las NN tienen la habilidad de aprender mediante
entrenamiento que consiste, tipicamente, en presentarle al MLP una serie de
valores de entrada y sus vectores de salida asociados. Este se realiza mediante un

algoritmo conocido como “backpropagation” (BP) o retropropagacion (Rumelhart,
1986b), que consiste en lo siguiente:

1. Se asignan valores aleatorios a los pesos w de cada conexion.

2. Se presentan los vectores de entrada, obtenidos de los datos de
entrenamiento.

3. Propagar el vector de entrada para obtener el valor de salida
correspondiente.

4. Se calcula el error de la sefial, lo que se realiza comparando el output
obtenido con el deseado.
Propagar el error a través de la red.
Se ajustan los pesos w para minimizar el error general.

7. Se repiten los pasos anteriores con los siguientes vectores hasta encontrar
un valor de error minimo satisfactorio.

El principal propésito del algoritmo es el ajuste de los valores w, que puede ser
mucho mas complejo que los pasos anteriores dependiendo del escenario. Este
procedimiento se conoce como descenso de gradiente y busca encontrar el error
minimo absoluto o global, para detalles a mayor profundidad y mas contexto
matematico consultar (Bishop, 1995).

4.1.4 Maquinas de vectores de soporte (SVM)

Son un tipo de ML (seccion 4.1.1) construidas por Cortes y colaboradores, cuyos
resultados son de naturaleza binaria (Cortes, 1995) y que surge a manera de

alternativa a distintos inconvenientes presentados por las NN. Tal es el caso de
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obtener soluciones 6ptimas a nivel local y no a nivel global, y la excesiva cantidad
de datos requeridos para entrenarlas. Hay tres caracteristicas que las destacan: su
habilidad de aprender con un nimero muy pequefio de muestras, robustez ante los
errores del modelo y su eficiencia computacional comparada con métodos como las
NN (Gholami, 2017). Es mayormente usado para problemas que involucren
clasificacion (seccion 4.1.1).

En este algoritmo cada dato es representado como un punto en un espacio h-
dimensional, donde “n” es el numero de caracteristicas. Cada caracteristica esta
representada por una coordenada. El objetivo es encontrar un hiperplano, también
conocido como funcién de decision lineal, que permita diferenciar de la mejor
manera posible entre las dos clases presentes. Las SVM trabajan seleccionando un
hiperplano que equidiste a los datos mas cercanos de cada clase, a estos datos se
les conoce como “vectores de soporte”. Es decir, se busca que exista un “margen
maximo” (Maglogiannis, 2007). Se considera como margen a la distancia que existe

entre el hiperplano y los vectores de soporte. A continuacion, se explica de manera
grafica, lo expuesto anteriormente.

1
o
o
o
o
o
o

® W Vectores de soporte 2
di/
°

Figura 6. Caso de tres posibles hiperplanos separando dos clases de datos

En la figura 6 se muestran dos clases de datos representadas por colores diferentes,
donde se sefalan los vectores de soporte para cada grupo y a la vez se aprecian

tres hiperplanos distintos (1-3) que pueden ser propuestos como solucién. Aunque
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cumplen con el proposito de separar las clases, no todos satisfacen el principio de
“‘margenes maximos” bajo el cual operan las SVM. A primera vista se observa que
los hiperplanos 1 y 3 no cumplen con éste, ya que no son equidistantes a los
vectores sefialados (para fines practicos la imagen fue construida intencionalmente
de esta manera), mientras que el hiperplano 2 mantiene una distancia “d” de ambos,
siendo asi el hiperplano que da solucion al problema expuesto.

Sin embargo, lo anterior es la representacion de un problema meramente lineal y no
es aplicable a los problemas que se observan en la vida real. Para situaciones en
las que se presentan clases que no son separables de manera lineal es necesario
utilizar espacios de alta dimensionalidad, también conocidos como espacios
transformados, y buscar ahi hiperplanos de separacion lineal mediante funciones
kernel. Una funcién kernel es, por definicién, una funcion que asigna a cada par de
elementos del espacio de entrada un valor correspondiente al producto escalar de
Sus vectores en un nuevo espacio. Existen varios tipos como: kernel lineal,

polinbmico, gaussiano y sigmoidal (Suarez, 2016). No se entrard a mayores
especificaciones mateméticas (ver seccion 4.1.1) y se procede a explicar.

A

A

Figura 7. Dos clases de datos que no pueden ser separadas linealmente por un

hiperplano

En la figura 7 se muestran puntos que no pueden ser separados de manera
adecuada por un hiperplano, por tanto, el algoritmo hace uso de las funciones kernel
35



para producir un espacio transformado en el cual exista una funcion de decision

lineal, tal y como se muestra a continuacion:

A

A
AAA‘

Figura 8. Funcion de decision lineal encontrada para un grupo de datos

A
A

proyectados en un espacio transformado

Enla figura 8 se observa el grupo de datos proyectados en un espacio transformado
por una funcidon kernel. La eleccion del hiperplano debe cumplir con los criterios
explicados al inicio de esta seccion. Cuando se encuentra una funcion que satisfaga
los principios ya mencionados, los datos y la funcion de decision se regresan al
espacio original (Figura 7), obteniendo un plano no lineal que es capaz de realizar

la clasificacion binaria, tal y como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Grupos de datos clasificados en su espacio original
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Lo anterior sirve para explicar, de manera grafica y sencilla, el funcionamiento de
una SVM, aunque los problemas reales pueden presentar dimensionalidades mas

complejas que lo aqui expuesto (Maglogiannis, 2007).
4.1.5 Prediccion de fosforilaciones

La adicién de grupos fosfato a un péptido es una modificacion postraduccional que
en mamiferos ocurre, principalmente, en residuos de serina, tirosina y treonina
(Steeg, 2003). Se sabe que la fosforilacion de una proteina tiene efectos sobre
procesos celulares basicos como crecimiento y diferenciacion celular, metabolismo,
motilidad, transporte membranal, entre otros, y se estima que, aproximadamente,
un 30% de las proteinas de una célula se encuentran fosforiladas a la vez (Cie$la,
2011). Tal importancia, aunada a la dificultad experimental que conlleva realizar
una identificacion de sitios de fosforilacion a larga escala estimuld el desarrollo de
herramientas computacionales que permitieran predecir la presencia de estos sitios
a partir de la secuencia peptidica (lakoucheva, 2004). Una de las herramientas
bioinformaticas de prediccion mas ampliamente usada, y la elegida para el presente
proyecto, es NetPhos 3.1. NetPhos es un servidor web que identifica posibles sitios
de fosforilacién para proteinas eucariéticas usando ensambles de redes neurales
artificiales, combinando dos predictores: Netphos 2.0 que realiza predicciones
genéricas (Blom, 1999) y NetphoskK 1.0 predice fosforilaciones especificas de 17
cinasas diferentes. (Blom, 2004). Ambos predictores utilizan las caracteristicas
descritas en trabajos anteriores (Blom, 1996). Siendo éstas: una arquitectura del
tipo feedforward (ver seccion 4.1.2) con una capa escondida de neuronas y como

funcion de transferencia la funcion sigmoide.

El entrenamiento de ambos predictores fue realizado con sitios de fosforilacion
verificados experimentalmente obtenidos de PhosphoBase, actualmente accesible
en http://phospho.elm.eu.org/. Para el predictor genérico se utilizaron 584 sitios de
serinas, 108 de treoninas y 210 de tirosina. En el caso del predictor cinasa-
especifico el articulo original sélo hace mencidon de seis cinasas para serina y
treonina (Blom, 2004): PKA, PKC, PKG, cdc2, CK-2 y CaM-Il, utilizando para cada
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una de ellas entre 22 y 258 sitios diferentes. El Unico criterio de seleccion, para
ambos predictores, es que las secuencias fueran diferentes en una ventana de 9

amino&cidos a partir del residuo aceptor de grupo fosfato.

El servicio de prediccion es accesible mediante el sitio web:
http:/Amww.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/, donde soélo se requiere de enviar la
secuencia de interés en formato FASTA y seleccionar si se desea la prediccion de
un aminoacido en especifico o de los tres. Los resultados incluyen la puntuacién
obtenida (0 — 1), los amino&cidos con una puntuacién > 0.5 son reportados como

predichos para presentar fosforilacion.

Para mas detalle acerca del proceso de validacion del servidor, sensibilidad y
especificidad de éste y de los siguientes métodos de prediccion consultar el Anexo
3.

4.1.6 Prediccion de IDR

Con el paso de los afios el estudio de las IDP se ha vuelto un area que crece
rapidamente, esto es debido a estudios que han demostrado su papel en procesos
biolégicos como control de ciclo celular, regulacion, reconocimiento y sefalizacion.
Al mismo tiempo se ha detectado una sobreexpresion de IDP en las vias de
sefalizacion de procesos patoldgicos, siendo asi un posible blanco para inhibicién
(Vojisavijevic, 2016). Lo anterior ha dado lugar al desarrollo de herramientas
computacionales que permitan la deteccion de IDR, pues cada vez se les asocian
mas roles funcionales de importancia (Vullo, 2006).

Para este proyecto se eligieron dos servicios de prediccion: PONDR y PrDOS.
PONDR (“Predictors of Natural Disordered Regions’) integra tres predictores en su
algoritmo de trabajo “VL-XT":

e Predictor VL1 (Romero, 1997): Optimizado para la prediccion de zonas
largas de desorden o LDR (“Long Disordered Regions”, de mas de 39
aminoacidos en zonas internas, es decir no realiza prediccion sobre las

zonas terminales. Basado en redes neurales, su arquitectura consta de una
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capa input, una capa de output y una hidden layer, especificamente: 10
unidades de entrada, 10 de procesamiento y una de salida. Entrenado
mediante el algoritmo de retro-propagacién (ver seccion 4.1.2).
Originalmente, se desarrollé con proteinas de la familia de la calcineurina.

e Predictores XC y XN, en conjunto llamados XT (Li, 1999). Ambos basados
en redes neurales. Entrenados con datos de cristalografia de rayos X, donde
las regiones desordenadas constan de 5 o mas aminoacidos. Unicamente
realizan prediccidén sobre zonas terminales. La arquitectura de consta de 8
unidades de entrada, 8 unidades de procedimiento y una de salida.

La integracion de los predictores se explica brevemente a continuacion:

1. Se realizan predicciones en las areas correspondientes: once aminoécidos
antes y después de los extremos carboxilo y amino, respectivamente, para
VL1. Para XT las predicciones constan de catorce aminoacidos desde cada
término. Esto ocasiona un traslape de predicciones para los aminoacidos 11-
14 para el extremo amino terminal y las posiciones X-11 a X-14,
considerando a X como la Ultima posicion del péptido.

2. Se obtiene la media de los valores traslapados.

3. Serealiza un suavizado de los valores mediante la obtencion de medias para

grupos de 9 aminoacidos, se excluyen las primerasy ultimas 4 posiciones.

El servicio es accesible mediante un servidor web http:/mww.pondr.com/ donde sélo
se requiere de la secuencia en formato FASTA. El resultado final consta de un
nimero entre 0 y 1, mientas mas cercana sea la prediccion sea a 1 indica una

prediccion ideal de desorden, asi como de la clasificacion, ordenado o no, asignada
a cada aminoacido.

PrDOS se divide en dos partes, una basada en el algoritmo SVM y la otra consiste
en una busqueda PSIBLAST (Ishida, 2007). Anteriormente se ha explicado el
funcionamiento de las SVM (ver seccion 4.1.3), por lo que a continuacion
Unicamente se explica el funcionamiento de PSI-BLAST. PSI-BLAST o “Position-
Specific Iterative BLAST” es un algoritmo basado en BLAST2 (ver secciéon 4.1.4
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BLAST), el cual incluye pequefias modificaciones que le permiten tener una mayor

sensibilidad a pequeiias similitudes de secuencia que pueden ser biolégicamente

relevantes (Schaffer, 2001). A continuacién, se explica su flujo de trabajo (Bhagwat,

2007):

e La primera iteracion de un PSI-BLAST es idéntica a la realizada por un
gapped BLAST.

e Genera un alineamiento mdiltiple de los HSP obtenidos que se encuentren

por encima de un valor predeterminado y se calcula un perfil o0 matriz de

puntuaciones de posiciones especificas (PSSM).

Una PSSM es un tipo de matriz de puntuaciones en la que la sustitucién de un

aminoacido tendra un valor dependiendo de la posicion en la que ocurra, es

decir, no serd asignado para una sustitucion de amino&cidos en la posicion X

que si la misma sustitucion ocurriera en una posicion Y , también la frecuencia

observada del aminoacido influye en la puntuacion (Koua., 2013), a diferencia

de una matriz BLOSUM que es independiente de la posicion en la que ocurra la

sustituciéon y siempre tendra la misma puntuacion.

La PSSM generada contiene el patron de conservacion en el
alineamiento. Posiciones altamente conservadas reciben un puntaje alto,
mientras que posiciones débilmente conservadas reciben un puntaje
cercano a cero.

El perfil generado (la matriz) se utiliza para realizar busquedas en la base
de datos para detectar secuencias que coincidan con los patrones
especificados en la PSSM.

Las nuevas secuencias detectadas con un score por encima del
especificado sirven para refinar el perfil generado en pasos anteriores. El
proceso se repite de manera iterativa hasta cumplir con especificaciones
dadas para el numero de rondas o hasta llegar a convergencia, por

ejemplo, que no haya nuevas secuencias detectadas.
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Una vez que se conocen los algoritmos que integran el predictor es factible explicar

el flujo general de trabajo, que se divide en cuatro pasos (Ishida, 2007):

e Generar la PSSM mediante iteraciones de PSI-BLAST en las bases de datos
en NCBI.

e Prediccion por parte del algoritmo SVM usando las PSSM generadas
previamente.

e Prediccion usando alineamientos con homélogos, cuya estructura ya haya
sido determinada, mediante PSI-BLAST. Si no hay resultados significativos,
se omite este paso.

e Combinacion de resultados de las predicciones que se realiza mediante el
calculo de la media ponderada.

El servicio es accesible mediante su servidor web http:/prdos.hgc.jp, se ingresa la
secuencia en formato FASTA, se asigna un titulo de proyecto y los resultados se

pueden visualizar en interfaz web o por correo electrénico.
4.1.7 Prediccion de estructura secundaria

Se hace uso de tres predictores de estructura secundaria: JPred, PSIPRED vy
CFSSP.

El servidor Jpred actualmente en su version “Jpred4” (Drozdetskiy, 2015) basa su
funcionamiento en el algoritmo Jnet que consiste en redes neurales (Cuff, 2000) y
en PSI-BLAST (ver seccion 4.1.2 y 4.1.6). El predictor cuenta con dos modos de
trabajo, para secuencias individuales y secuencias mditiples, sélo se hablard del

primero.

e Se genera un alineamiento mdltiple usando PSI-BLAST, se realizan 3
iteraciones. Se remueven aquellas secuencias con una identidad >75% para
evitar redundancias, se remueven las regiones que presentan gaps y se
genera un perfil el cual sirve de input para las redes neurales.

¢ Jnet consta de dos redes neurales conectadas, ambas presentan tres capas

(input, output y hidden layer). La primera red tiene un input de 17 residuos, 9
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unidades de procesamiento que forman la hidden layer y 3 nodos de salida
gue dan resultados en grupos de 19 aminoacidos. Esta red predice la
propension de la proteina para formar hélices, ldminas y giros en cada
posicion de la secuencia. La segunda red toma como input los grupos
generados, cuenta con 9 unidades de procesamiento en la capa oculta y un
output de tres unidades. Esta Ultima red se encarga de refinar las

predicciones hechas para cada posicion.

La estructura de redes neurales fue entrenada mediante 480 alineamientos
multiples realizados con PSI-BLAST, cada uno de ellos para una proteina diferente,

obtenidos de la version de 1996 de la base de datos PDB.

El servicio es accesible mediante Su servidor web
http:/Amww.compbio.dundee.ac.uk/jpred/, donde el usuario requiere de ingresar su
secuencia, o secuencias mdltiples, en formato FASTA. Los resultados son visibles

en la interfaz web o via correo electronico.

PSIPRED proporciona diversos servicios al usuario, como prediccién de funcion,
modelado de dominios y prediccion de estructura secundaria (Buchan, 2013). El
método de prediccion llamado funciona bajo un protocolo que utiliza PSI-BLAST y

redes neurales, haciendo uso de tres fases (Jones, 1999), similar al presentado en
el servidor Jpred.

e Se obtiene una PSSM a partir de PSI-BLAST, tres iteraciones, para usar
como input de las redes neurales

e La arquitectura consta de dos redes neurales, donde se realiza una primera
prediccion y posteriormente una refinacion de ésta. La primera red neural
consta de quince grupos con veintiin unidades, cada una, como entrada, una
hidden layer de setenta y cinco unidades y tres unidades de salida. La
segunda red neural presenta quince grupos de cuatro unidades, cada una,
como input, una capa oculta de sesenta unidades y tres unidades de output
para cada una de las posibles estructuras (hélices, laminas y giros).
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El entrenamiento de las NN se llevd a cabo mediante back propagation (ver seccion
412 y 4.15). El servicio es accesible mediante su servidor web
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/, el usuario necesita la secuencia en formato
FASTA vy los resultados son mostrados mediante la interfaz web o via correo

electrénico.

Por ultimo, CFSSP es un servicio web de prediccién basado en el algoritmo de Chou
y Fasman, se encuentra entre los primeros métodos desarrollados para la prediccion
de estructura secundaria, se basa principalmente en parametros de probabilidad,
de cada aminoacido, para encontrarse en una estructura de tipo secundaria (Kumar,
2013). El método tiene como principio una serie de parametros conformacionales y
frecuencias posicionales determinadas a partir de estructuras peptidicas conocidas
(Chou, 1974a,b), que se muestran en la tabla 1.

El algoritmo de trabajo se divide en tres partes esenciales (Kumar, 2013; Prevelige,
1989):

1) Busqueda de regiones helicoidales: Cualquier segmento de seis residuos
0 mas con (P,) = 1.03 asi como (F,) > (P;)y que cumpla con las siguientes
condiciones se predice como helicoidal.

¢ Nucleacion de la hélice: Se identifican regiones donde cuatro de seis residuos
sean formadores (ha 0 Ha). Residuos débiles cuentan como 0.5 ha. La
formacion de la hélice no es favorable si el segmento contiene 1/3 de
aminodcidos interruptores o0 menos de 1/2 de formadores.

e Terminacion de la hélice: El segmento helicoidal se extiende en ambas
direcciones hasta encontrar un tetrapéptido con (P,)< 1.00. Hay
combinaciones de aminoacidos que pueden detener la propagacion de la
hélice, como bas, bsi, bsh, b2iz, b2ih, b2hz, bih2 e i4, donde b, h e i obedecen a
la nomenclatura presentada en la tabla X. y también incluyen a B, H e |, el
subindice representa el nimero de aminoacidos de esa clasificacion.
Regiones beta adyacentes pueden terminar la hélice.

e No puede haber prolina en el interior de la hélice o en el extremo C-terminal.
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e Fronteras: Pro, Asp y Glu, se encuentran preferentemente en el extremo N-

terminal de la hélice. His, Lys y Arg en el extremo C-terminal. Pro, Asp y Arg

pueden ser asignados como l« para satisfacer la condicion del primer punto.

Tabla1. Parametros conformacionales de Chou y Fasman para hélice-a, laminas By
giros B (1974). Extraiday traducida de Kumar (2013)

Residuo | Pa Tipo de | Residuo | Pg Tipo de | Residuo | Pt
a §

Glu 151 Val 1.70 Asn 1.56
Met 1.45 lle 1.60 Hg Gy 1.56
Ala 1.42 Ha Tyr 1.47 Pro 1.52
Leu 1.21 Phe 1.38 Asp 1.46
Lys 1.16 Trp 1.37 Ser 1.43
Phe 1.13 Leu 1.30 Cys 1.19
Gln 1.11 Cys 1.19 hg Tyr 1.14
Trp 1.08 ha Thr 1.19 Lys 1.01
lle 1.08 GIn 1.10 Gin 0.98
Val 1.06 Met 1.05 Thr 0.96
Asp 1.01 o Arg 0.93 Trp 0.96
His 1.00 Asn 0.89 iB Arg 0.95
Arg 0.98 His 0.87 His 0.95
Thr 0.83 Ala 0.83 Glu 0.74
Ser 0.77 la Ser 0.75 Ala 0.66
Cys 0.70 Gly 0.75 bg Met 0.60
Tyr 0.69 ba Lys 0.74 Phe 0.60
Asn 0.67 Pro 0.55 Leu 0.59
Pro 0.57 Ba Asp 0.54 Bg Val 0.50
Gly 0.57 Glu 0.37 lle 0.47

Notacion: Ha (formador a fuerte), ha (formador a), la (formador a débil), ia (a

indiferente), ba (interruptor a), Ba (interruptor fuerte a), Hp (formador B fuerte), hg
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(formador B), ig (B indiferente), bg (interruptor ), Bg(interruptor fuerte B). Informacion
tomada de (Kumar, 2013).

2) Busquedade regiones lamina B: Cualquier segmento de cinco residuos o
mas con (Pz) = 1.05 asi como (Pg) > (P,) y que cumplan con las siguientes
condiciones son predichas como lamina .

¢ Nucleacion de lamina B: Se escanea para identificar zonas donde tres de
cinco residuos sean formadores (Hp o hg). La formacién no se ve favorecida
si el segmento contiene 1/3 de aminoacidos interruptores o menos de 1/2 de
formadores.

e Terminacion de lamina 3: Se extiende la lamina en ambas direcciones, hasta
ser terminada por tetrapéptidos con un (Pg) < 1.00. Regiones alfa adyacentes
pueden terminar las regiones beta.

e Lapresencia de Glu en una zona beta es muy rara, asi como la de Pro en el
interior de una zona beta.

e Fronteras: Residuos cargados no son frecuentes en las regiones N-
terminales, y muy poco frecuente en elinterior y en el extremo C-terminal. La
presencia de Trp se da la mayoria de las veces en el extremo N-terminal y
rara vez en el C-terminal.

3) Prediccion de giros: Los giros son predichos Unicamente bajo el siguiente
concepto (Pﬁ <P,>P,).

Este método es accesible mediante un servidor web
http:/Aww.biogem.org/tool/chou-fasman/, donde el usuario debe dar la
secuencia en formato FASTA, para que se realice la prediccion, los resultados

son presentados en la interfaz web.
4.1.8 Alineamiento multiple de secuencias (MSA)

Un alineamiento multiple o MSA (por sus siglas en inglés) es una herramienta basica
de la bioinformatica que tiene presencia en varios aspectos de los andlisis biolégicos

moleculares, bien puede ser detectar residuos clave en una proteina, predecir
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estructuras secundarias de péptidos o inferir la historia evolutiva de una familia
proteica (Edgar, 2004).

Actualmente existe un diverso nimero de paqueterias que realizan MSA, entre ellas
MAFFT (“Multiple Alignment using Fast Fourier Transform”. Es un programa que
integra el uso de la transformada rapida de Fourier (FFT) (Katoh, 2002), el cual ha
probado ser uno de los métodos mas precisos entre programas como Clustal,
Muscle, T-COFFE, entre otros (Nuin, 2006). Por lo tanto, es el software de eleccion
para este trabajo. MAFFT consta de 3 metodologias para realizar un MSA, donde
cada una es una mejora de la anterior y el uso de una u otra dependera del analisis

gue se lleve a cabo (Katoh, 2008)

e Meétodos progresivos usando el algoritmo “PartTree”: Utilizados para
alineamientos a larga escala; N > 10000, donde "N” es el numero de
secuencias.

e Métodos progresivos de alineamiento: Utilizados para alineamientos a
mediana escala; 10000 > N > 200.

e Meétodos de refinamiento iterativo: Utilizado para alineamientos a pequeiia
escala; N < 200,L < 10000, donde “L” es el numero de aminoacidos en la

secuencia.

Para la finalidad de este trabajo, el Ultimo método es el mas adecuado, ya que el
MSA buscado consta de 26 secuencias de aproximadamente 300 residuos, las
cuales se pueden consultar en el Anexo 2: “Secuencias de BSP”. Sin embargo, el

método de refinamiento iterativo necesita de un input generado por el método
progresivo, por lo que a continuacion se explican (Katoh, 2002, 2005, 2008).

El método progresivo se divide en dos partes conocidas como FFT-NS-1 y FFT-NS-
2.

1) FFT-NS-1:
e En primer lugar, se construye, de manera rapida, una matriz de

distancias basandose en un algoritmo que identifica el nimero de
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hexameros idénticos entre dos secuencias, esto se realiza para todas
las secuencias problema. En la interffaz web el usuario puede
denominar una secuencia para que todo el andlisis se base en ésta,
para nosotros la secuencia humana.

e Se construye un arbol guia basado en la matriz de distancias. Se
emplea el método UPGMA, cuya funcion es realizar un agrupamiento
jerarquico con base en los valores de la matriz previamente
construida, para obtener las diferentes ramas del arbol (Hale, 1988).

e Posteriormente, el algoritmo FFT y una matriz de similitud (los cuales
no se describen aqui debido a su extensién, para un entendimiento
mas detallado consultar (Katoh,2002)) son empleados para alinear
progresivamente las secuencias de acuerdo con las ramificaciones
presentadas en el arbol guia. Esto constituye un primer ciclo de
alineamiento.

2) FFT-NS-2:

e Corresponde al segundo ciclo del alineamiento progresivo. Aqui se
‘refin@” y calcula una nueva matriz de distancias basadas en el
alineamiento obtenido del primer ciclo.

e Se construye un nuevo arbol guia a partir de la matriz calculada
previamente.

e Se repite el alineamiento progresivo tal y como se realiza en FFT-NS-
1.

A continuacién, el programa puede realizar el refinamiento iterativo del MSA
obtenido en el punto anterior:

e EIMSA obtenido es divido en dos grupos, de acuerdo con el arbol guia.

e Estos grupos son realineados usando el mismo algoritmo del método
progresivo.

e El proceso es repetido hasta que no haya mejoras en la puntuacion del
MSA.
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MAFFT es accesible mediante su servidor web
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/, donde un archivo en formato FASTA con las
secuencias para alinear es requerido, el usuario puede modificar el método de
alineamiento o dejar que el servidor decida de manera automatica. Es posible
indicar al programa si se desea realizar el MSA usando alguna secuencia como
referencia. Como se mencioné anteriormente, se modifico esta opcion para que todo
se realizara en torno a la secuencia de BSP humana. Los resultados son mostrados

en la interfaz web.
4.2 Simulaciones de DM

La dindmica molecular es una de las dos principales familias de técnicas empleadas
para realizar simulaciones computacionales. Su origen se atribuye los experimentos
realizados en el Lawence Livermore National Laboratory en la década de los 50’s
(Alder,1957), donde moléculas en una fase liquida se representaron como “esferas
duras” para estudiar su arreglo. En la actualidad, las simulaciones de DM son
utilizadas para describir, estudiar y predecir patrones y propiedades del
comportamiento de proteinas, interacciones entre una molécula y un receptor para
el disefio de farmacos, los cambios conformacionales que puede sufrir una molécula
bajo ciertas condiciones ya sea en bioquimica o en ciencia de materiales, asi como

cualquier tipo de evento que requiera de la evaluaciéon de propiedades moleculares
de un sistema (Vlachakis, 2014).

El principio basico detras de las simulaciones de DM es la resolucion numérica de
las ecuaciones de movimiento de Newton para un sistema de atomos que

interactian. Las cuales se representan por la ecuacién (4) o por el sistema de
ecuaciones (5).

d*r; F (4)
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dar;

[, (5)
dv; F
dt  m,

Recordando que la fuerza puede ser expresada en funcion de la energia potencial
como:

F=-VU, (6)

l

La resolucion del sistema de ecuaciones implica el uso de métodos de integracion
numérica. La ecuacién (6) sera retomada en otra seccion. El software de eleccion

para realizar las simulaciones de DM es GROMACS (Groeningen Machine for
Chemical Simulations) (Berendsen, 1995).

4.2.1 Integrador Leap-frog

Existen diversos métodos de integracion para la resolucién de las ecuaciones (4) y
(5). El algoritmo por defecto de la paqueteria GROMACS es el integrador “Leap-
frog” o “salto de rana” (Berendsen, 1995). Se trata de una variante del algoritmo de
Verlet (Verlet, 1967).

El algoritmo utiliza las siguientes relaciones:

EFEAD) = vt — 2a0) + R (7)
Wt 300 = vt — ZAD + R

r(t+A4t) = r(t) + Atv(t + A0 (8)

Donde r son las posiciones, t es el tiempo, v las velocidades y F(t) las fuerzas. Su

funcionamiento se describe de la siguiente manera: en primer lugar las velocidades

. 1 .
son calculadas al tiempo t+5At, posteriormente se usan para calcular las

posiciones al tiempo t + At. Es de aqui donde surge el nombre del algoritmo, pues
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se dice que el calculo de las posiciones “salta” a las velocidades y después el calculo
de las velocidades “saltan alas posiciones”. Esquematicamente se representa de la
siguiente manera:

v
—~+

to t+§At t+ At t+§At t+2At

Figura 10. llustraciéon del algoritmo leap-frog o salto de rana

4.2.2 Campo de fuerza

En la seccién 4.2 se habl6 del principio que rige a las simulaciones de DM, donde
se involucra la resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton. En la
ecuacion (6) se define a la fuerza como el gradiente negativo de la funcién de
energia potencial. Esta funcion estd definida por un grupo de funciones de
interaccion y parametros conocidos como “campo de fuerza” (Wassenaar, 2006).
Se puede definir un campo de fuerza como una expresion matematica que describe
la dependencia de energia de un sistema en las coordenadas de sus particulas
(Gonzalez, 2011). El nicleo de cualquier campo de fuerza es la funcién de energia
potencial utilizada para describir la relacion de la estructura y la energia del sistema.
Una expresién (conjunto de ecuaciones) tipica de un campo de fuerza biomolecular
se muestra continuacion (Mackerell, 2004):

(9)

U(T) = Uenlaces + Utorsién + Udiedro + ULennard—]ones + UCoulomb

Uur)y=U U

enlace + interacciones no enlazantes ( 10)
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El campo de fuerza de eleccion es GROMOS96 43al con extension para residuos

fosforilados y parametros HA de Hauptman (Hauptmann, 2003) . La funcién de

energia potencial que utiliza el campo de fuerza se encuentra dada por la siguiente

expresion:

Desarrollando la ecuacién (10) se obtiene lo siguiente, donde los términos (11)-(14)

corresponden alas energias de enlace y (15)-(17) a las interacciones no enlazantes

(Daura, 1998, Scott, 1999):

1 2
+ EZ; Ko [cos(en(t)) - COS(Hon )]
1 N¢’
+§Z:1 K [fn(t) —$o, ]2

+Z Ko, [1+ cos(8,,) cos(m,®,(1))]

Clz(ij) 1
+ I — Co(¥))
pares no Tij (t) ° Tij (t) o
enlazantes (ij)
q.9; 1

+
pares no 47[60 €175 (t)

enlazantes (ij)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)
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+

Z 9:q; |_Crpry@®® _1- Y2 Cos (17)

41e €, 2R, (* R,

pares no
enlazantes (ij)

La ecuacion (11) representa la energia de tension de los enlaces covalentes

del sistema (Nb), donde kv es la constante de fuerza, b, yb,, son las

longitudes de enlace instantanea e ideal, respectivamente.

La ecuacion (12), representa la energia de flexion de los angulos de enlace
(Np). La constante de fuerza se representa por Ken, mientras que 6,y Hon
son los valores instantaneos e ideales, respectivamente, para el angulo de
enlace n.

La ecuacion (13) representa la energia potencial asociada a los angulos

diedros impropios (Nf). Donde K¢ es la constante de fuerza, &Ly fon son

el valor instantaneo e ideal del diedro, respectivamente.
La ecuacion (14) representa la energia de torsidon de un grupo de angulos

diedros (Ng). La constante de fuerza esta representada por Kq;,n, el cambio

de fase esta dado 6,,, mientras que m,, es la multiplicidad del sistema.

La ecuacion (15) representa las interacciones de van der Waals entre dos
atomos (iy ).

La ecuacion (16) representa las interacciones electrostaticas.

La ecuacion (17) corresponde a la permitividad relativa de una esfera y esta

dada por el campo de reaccién de Poisson-Boltzman.

4.2.3 Minimizacién de energia

Al construir una molécula con algun software es muy posible que la estructura inicial

se encuentre muy distante de su estado de equilibrio. En estas situaciones el

computo de fuerzas puede ser excesivo y, por lo tanto, provocaria un fallo en la

simulacion de DM. En estos casos es necesario realizar un proceso conocido como

“Minimizacion de energia”. Por ejemplo, en el arreglo estructural de una proteina

puede haber atomos de residuos vecinos que estén demasiado cerca el uno del
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otro, lo cual provocaria un aumento en la energia global del sistema, la minimizacién
de energia busca corregir estos problemas mediante optimizaciones donde los
atomos son movidos buscando reducir estas interacciones. Se trata de un proceso
numérico que busca puntos locales donde la energia es minima, en comparacion
con la estructura inicial (Mackay, 1989). Existen distintos algoritmos para realizar
esta tarea en GROMACS, s6lo se describe el “steepest descent” o “descenso mas

pronunciado”. La siguiente explicacion fue extraida de (Abraham, 2018):

En primer lugar, se debe definir un vector como el vector de las coordenadas
tridimensionales. Se debe asignar un desplazamiento maximo h, , en este caso de
0.01nm. Después las fuerzas y la energia potencial son calculadas. Se calculan

nuevas posiciones:

+ s h

T =T —_— <

n+1 n T ax (anD n (18)
h, es el desplazamiento maximo y F, es la fuerza, en este punto es importante
recordar la relacion entre la fuera y la energia potencial (ecuacion (6)). El
denominador max|F,| hace referencia a la fuerza escalar mas grande en algun

atomo. Las fuerzas y las energias se vuelven acalcular para las nuevas posiciones.

e Si (U, <U,)las nuevas posiciones son aceptadas y h,,, = 1.2h

n-

e Si(U,,,; =U,)las nuevas posiciones se rechazan y h, = 0.2h,,
El algoritmo se detiene bajo dos escenarios:

1. Se alcanza el nimero de iteraciones especificadas por el usuario. Para este
trabajo: 50000.

2. El maximo de los valores absolutos de los componentes de fuerza es menor
a un valor especificado. Para este trabajo: 1000.0 kJ/mol/nm.

Una vez terminado el proceso de minimizacion de energia se tiene una estructura
relajada y energéticamente estable. A continuacion, se realiza un proceso de

equilibrio entre la molécula en estudio (ya minimizada) y el resto del sistema: agua,
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iones, etc. Hasta hace algunas décadas las simulaciones de MD se limitaban a
considerar el ensamble micro canénico (NVE) para un sistema, lo que implica un
nimero de particulas (N), volumen (V) y energia total (E) constantes (Heyes, 1983).
Sin embargo, ademas de que puede ser complicado saber el valor energético del
sistema, experimentalmente es una condicién muy dificil de alcanzar ya que implica
la existencia de un sistema perfectamente aislado. Debido a esto es preferible
utilizar otros ensambles donde, en principio, cada uno representa una simulacién de

dinamica molecular, con todo lo que ello implica (ver seccién 4.2).
4.2.4 Ensamble NVT

Cuando un sistema simulado se acopla a un bafio de calor se forma un ensamble
canbnico (también conocido como NVT). Este ensamble presenta como
caracteristicas mantener un nimero de particulas (N), volumen (V) y temperatura
(T) constantes. Cuando se tiene interés en llevar el sistema a una temperatura

especifica es necesario emplear una simulacién NVT con un termostato.

Para este trabajo se utiliza el termostato de Berendsen. Se trata de un algoritmo
que tiene por principio el “escalado de velocidades” para alterar la temperatura del
sistema. Este método se basa en el célculo del cambio de temperatura AT al
multiplicar las velocidades en cada paso por un factor A. Recordando que el
ensamble NVT es una simulacién de dinamica molecular y las consideraciones
descritas en la seccion 4.2.1 la ecuacion empleada es (Abraham, 2018):

=142 o

— 9% 1
At (19)
FATE-)

Donde la constante 7 representa el acoplamiento entre el sistemay el bafio de calor.

Una vez que el sistema ha alcanzado la temperatura deseada, se procede con el

siguiente ensamble.
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4.2.5 Ensamble NPT

También conocido como ensamble isotérmico-isobérico, su principal funcion sera el
estabilizar la presion y densidad del sistema, de manera analoga a lo que realiza el
ensamble NVT con la temperatura. Las constantes en este proceso de son el

nimero de particulas (N), la presion (P) y la temperatura (T). Es una simulacion que
parte de un sistema cuya temperatura ha sido estabilizada previamente.

El proceso consta de un termostato (el mismo empleado en el NVT) y un bardstato.
La modificacion de la presion del sistema puede traer como consecuencia un

cambio en las dimensiones de la celda de simulacion.

En su expresion matemética, los vectores de la celda se representan por una matriz
b

dbz -1pl-1
iz = VWb (P-P,.) ( 20)

Donde V es el volumen de la caja, W es una matriz de parametros que determina la
fuerza del acoplamiento. Las matrices Py P, son la presion actual y de referencia,

respectivamente.

4nzﬂij

Wy =301 (21)

El inverso de la matriz de parametros de masa determina como puede ser
deformada la caja, esto es calculado automaticamente por GROMACS, el usuario
s6lo debe proporcionar las compresibilidades isotérmicas S y la constante de

tiempo-presion t (Abraham, 2018).

Para el andlisis de las simulaciones de DM se emplean distintas herramientas de la
paqueteria GROMACS, las cuales se describen brevemente a continuacion.
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4.2.6 GROMACS

El andlisis de las simulaciones de DM se realiza empleando distintas herramientas
integradas en el software. Se obtiene el archivo de trayectoria de cada sistemay se
visualizan en PyMOL. Se obtuvo el radio de giro (Rg) para cada péptido. El radio de
giro es definido como promedio de la raiz media cuadratica (RMS) de la distancia
de todos los elementos que se dispersan del centro de masa de la molécula. El valor
del Rg da una idea del empaquetamiento que tiene la molécula. Por ejemplo:
comparando dos valores, el valor mas bajo indica un empaquetamiento mas
compacto (Lobanov, 2008). La compactacion de una proteina tiene una relacion
directa con la tasa de plegamiento. (Sneha, 2016). Asi como el RMSF y el Factor B,
donde el RMSF es la fluctuacion que se observa entre residuos o &tomos presentes
en una macromolécula. La fluctuacion atomica puede explicar el nivel de flexibilidad
de una proteina durante una simulacion. (Sneha, 2016). Mientras que el B-factor,
factor de Debye-Waller o factor de temperatura, refleja las fluctuaciones de los
atomos con relacion a su posicion promedio (Yuan, 2005). Generalmente estos
valores son usados para estudiar el esqueleto proteico (Maguid, 2006). En la
representacion de una molécula el espectro de colores es indicador de esta
caracteristica, donde un color azul representa la mayor rigidez y un color rojo la
mayor flexibilidad.

El analisis realizado también incluye formacion de estructuras secundarias a lo largo
de la simulacién de DM, formacién de puentes de hidrégeno y distancia entre los
iones Ca2*y aminoacidos especfficos.
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5.0 Resultados
5.1 Bioinformatica

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos con los métodos

bioinformaticos descritos anteriormente.
5.1.1 Prediccion de fosforilaciones

En la tabla 2 se muestran los aminoacidos seleccionados por el programa Netphos

para estar fosforilados.

Tabla 2. Prediccion de Fosforilaciones en BSP

Aminoacido Posicién Aminoacido Posicién Aminoacido Posicién

S 2 S 133 T 223

15 S 149 T 230
S a7 T 163 T 231
S 48 S 164 S 232
S 50 T 165 T 238
S 51 S 167 T 239
S 58 T 168 T 240
S 59 S 176 Y 247
T 68 S 177 Y 249
S 69 S 189 T 250
S 84 T 191 Y 255
T 89 T 201 Y 259
S 92 T 208 Y 262
T 95 T 211 S 264
Y 108 T 212 Y 281
T 124 S 214 Y 283

5.1.2 Prediccion de IDR’s

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con los programas PONDR y

PRDOS.
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Tabla 3. Prediccion de IDR’s en BSP humana

Parametro
Numero total de residuos
desordenados
Porcentaje de desorden
general
Region desordenada
mas grande
Segmento con desorden
#1
Segmento con desorden
#2
Segmento con desorden
#3
Segmento con desorden
#4
Segmento con desorden
#5
Segmento con desorden
#6
Segmento con desorden
#1

PONDR
183

60.80%

106 aminoacidos

27-32

46-111

129-234

291-295

5.1.3 Prediccion de estructura secundaria

PrDOS
201

66.78%

104 aminoacidos

1-17

43-95

119-222

228-229

236-244

249-273

290-301

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos con los diferentes programas.

Se hace énfasis en tres posibles estructuras, mostrando el nimero de residuos

presentes en cada estructura y el contenido de la estructura en porcentaje en

relacion con los aminoacidos totales de la proteina.
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Tabla 4. Estructuras secundarias predichas para la BSP humana

Estructura Jpred PSIPRED CFSSP
Secundaria
(posiciones| (posiciones| (posiciones|
#residuos-%global) #residuos-%global) #residuos-%global)

1-20
39-44
60-66

31-35
73-86

60-67

Hélice a 5-9 5-1.66 111-122 113-

86-88 41-13.62
136-159 37.54

111-116
183-189
134-153
241-246
276-277
260-265
27-36
190-193 89-97
198-201
199-200 106-110
Hoja B 13 -4.32 210-213 17 - 5.65 43 -14.28
209-210 208-211
241-249
246-250 222-230
235-240
21-26
37-38
45-59
1-4 1-30 67-72
10-189 36-59 87-88
194-198 68-85 98-105
Giros aleatorios 283 —94.02 943 -80.73 123-135
201-208 89-110 ' 160-182 145 — 48.17
211-245 117-133 190-207
251-301 154-275 212-221
278-301 231-234
247-260
266-301
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5.1.4 Alineamiento multiple de secuencias (MSA)

En las figuras 11-13, se muestra el MSA realizado para 26 especies de mamiferos, las secuencias se pueden consultar en
el Anexo 2. Los amino&cidos en color rojo son los seleccionados por Netphos para presentar fosforilaciones (ver Tabla 2).

También se muestran las puntuaciones de conservacion por el método AACon (Valdar, 2002)

Humano/-37 FSMKNLHRRVKIEDSEENGYF KYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPYVQGSSDSSEENGD-DSSEEEEE- - - - - EEETSHEGENNE- - - - - ELHNEDEDSEA-ENT- - -TLEATTLGYGEDATPGTEYTGLAAL
Chimpancés1-317 FSMKNLHRRYKIEDSEENGYFKYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPYVQGSSDSSEENGD-DSSEEEEE- - - - - EEETSHEGENNE- - - - - ESNEDEDSEA-ENT- - - TLSATTLOGYGEDTTPGTOGYTRLAAL
Mzeaco_Rhesusd-212 FSMKNLHRRYVKIEDSEENGYFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQGESDSSEENGD -DESEEEEX - - - - - XXETEMNEGEMNNE- - - - - ESMEDEDSEA-ENT- - -TLEATTLGYGEDATPGTW Y TGLAAL
Goilad-3238 FSMKNLHRRVKIEDSEENGYF KYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQWH IEILEHNYHGKTAEEKEKFMTCTKKETSNEGENNE - - - - - ESHEDEDSEA-ENT- - -TLSATTLGYGEDATRPGTEYAGLAAL
Tupayas -3 FSMKNLHRRAKLEDSEENGYF KYRFRYYLYKHAYFYFFLRRFPVQ - SSDSSEENGDGDESEEEEE- - - - - GEEASMEEEMMNE- - -DSNGHMEDEDSEA-ENS- - - TLETTTLGYGEEITFGTGLTGLAAI
Ballena_enana/1-216 LEMKNLHRRAKLEDSEENGYF KYRARYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDLSEENGNDDESEEEE- - - - - - EEETSHEEEMMEEMNEDSDGHNEDEESEA-ENT- - - TLEITTLGYGEETTPGTGH IGLAAI
Delfin_naiz_de_potellari-317 LSMKNLHRRGKLEDSEENGYYKYRPRYYLYKHAYFYPFLKRFPYVRSSSDLSEENENGESSEEEE- - - - - - EKETSHEEENNEENEDSEGNEDEESEA-ENT- - -TLSITTLGYGEETAPGTGY IGLAAI
Cahallo/-210 LEMKNLHRRAKLEDSEENGYYKYRFOQYSLYKHAYFYPFLKRFPYVQTSSDSSEENGDGDESEEEEE- - - - - EEETSHEEGHNGEMNEDSEGHNEDEESDA-ENT- - - TLETITPGYGEEFTFGMGH I GLAAI
Meimiglagosi-305 FSMKNFHRRAKLEDSEENGYFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPYQ - NSDSSEENGDGDESEEEEG - - - - - EEEMSHEEANMNE- - - - - ESMEDEESEA-ENS- - -TLEATTPGYGEETTPGTGHVGLAA]
Myobis_de_Dawid/3-230 FSMKNFHRRAKLEDSEENAVFRKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFAVR -NSDSSEENGDRGDSS - - - - - - - - - o m o e e o e e e e e o e e e e s n e s e e s n s s s e e s s s s e e s e e o
Colugos1-321 FESMKNLHRRYKVYEDSEENGYFKYRFRYSLYKHFYFYPFLKRFPVQSSSDSSEENGDGDESEEEEE- - - - - EEETSHEEEMME- - -NSDEMEDEESEA-ENT- - - TLETATPFGYG-EITFGTG | IQLAAI
Tomlaca1-210 LEMKNLHRRAKLEDSEENGYF KYRPOQY YWY KHGYFYPALKRFAVOQSSSDSSEENGNGDESEEEEE- - - - - EEETSHEEGHNGGNEDSDENEDEESEA-ENT- - - TLETTTLGYG-EITPGTGD IGLAAI
Elefante_aficano/1-321 FSMKNLHRRAKLEDSEENRYFKFRPQYYLYKHAYFYPFRQKRFPYLSNSDSSEENGDGYSSEEEEE- - - - - EEESSHNEGENNEENEESNENEEEESEA-ENT- - -TLSTATPGYGEETTPGTGSLGLAAI
Manatiit-321 FSMKHLHRRAKLEDSEENRVFKFRPOQYYLYKHAYFYPPLKRFPYVLENSDSSEENGDGNESDEEE- - - - - - EAESSHEEEMMEENEESMNENEDEESEA-ENT- - - TPETATPGYGDETTPGTGS IGLAAI
Pem1-319 FSMKNLHRRAKLEDSEENGYF KYRPRYYLYKHSYFYPPLKRFPYVQSSSDSSEEDGDGDSSEEEEE- - - - - EEETSHEEENHEENANSDENEDE- SDA-ENS- - -TLSA-TPGYGEEITPGTEY IGLAAI
Gato/1-320 FSTKHLHRRAKLEDSEENGYFKYRPRYYLYKNAYFYPFLKRFPYVQSSSDSSEENGDGDSSEEEEE- - - - - EEEASHNEEENNEENANSDENEDEESEA-ENT- - - TLSA-TPGYGEETTPGTOGN IGLAAI
J2halif-316 FSMKNFHRRAKLEDPEENGYFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDSSEENGNGDESEEEEE- - - - - EEEMSHEEEMMEEMNEDSDGHNEDEDSEA-EMNI - - - TLETTTLGYGGDYTPGTAS IGLAAL
Congio/1-3039 FSMKNLHRRVKLOQDSEENGYF KFRPQYYLYKHAYFYPPLKRFPVP - SSDSSEENGEGDSSDEEEE- - - - - GEETSNEEENMNE- - -DSNGNEDEESEA-ENS- - -TLSFTTPLYG-EITRGETGY I GLAGI
Topo_de_rariz_estrelladal-316  FSMRENLYRRAKLOQDSEENGYF KYWPRYSLYKHAYFYPFLKRFPVOASSSDSSEENGDGDSSEEEE- - - - - - EEETSHEEENNEENENSDGNEDEESEA-DNT- - - TLSATTPOGYGEESTPALYTLGLAAI
Musarafia_Elefantes1-303 FSMKNLHRRAKIEDSEENG IFKFRPRYYLYKHAYFYPHLKRFVYVOQANSDSSEEDGDGNESDEEE- - - - - - EEEVRNESSMEEE- - - -EENEDEESEA- - NS - - - TVWETTTFGYGEEPTPGTGG IGLAAI
Rata_griz'1-321 FSMKNFHRR IKAEDSEENGYF KYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGGSDSSEENGDGDSSEEEGE- - - - - EEETSHEEENHE- - -DSEGHNEDQEAEA-ENA- - -TLEGWTASYGVETTADAGKLELAAL
Ratini1-329 FSMKNFHRR I KAEDSEENGYFKYRFRYFLYKHAYFYPFLKRFPVQGGSDSSEENGDGDESEEEGE - - - - - EEETSHNEEEMME- - -DSEGHEDQEAEA-ENATLETLEGVTASYGAETTFOQAQTFELAAL
Amadillo_de_nueve_pandasd-247 F SMKNLYRRAKVED SEENGVF KYRPRYY LY KHAYFYPPLKRFPVYOSHEDESEENGHNGDEESEEEEE - - - - - - - - - - - o - o oo e e
Crritormirea{-280 FSWKNLHRRAKVEESEENAVFKHRPRYY I YKYAYLYPFQKRILSR- - - - - - - - - - - ETSNEENE- - - ---------- ENEE-------- EDENSEG-EEST- -TYSATTPLYGEETTPGRGDNGLGA]
Colicorbo_grisd-207 FSAKHLYRRAKLEDSEENGYFNHRHRYYLNKYSYFYFPFLKRIPVQHNGDSSEE-GDGDESEEEEE- - - - - EEETSHEEESET- - - - - NGSEDEEEEGGEST - - - TLEATTSGYEEENTTASGDVGLAA]
Demorio_de_ Tazwamiali-202 FEVWKNLYRRAKLGDESEENGYLNHRHRYY I YKYSYLYPPLKRIPVQRNGDSSEE-GDGESSEEEEE- - - - - EEEMSHNEEEETE- - - - SNGEE- - - - - - - EST- - -TLEATTLGYGEENTTASGD IGLAAI

Conzervation

[ ... R BN N A= =l
GO5E85 4 4 G762 5 54 2 SES0102002220114 12200 - - - ooz4422001040- - - - - 10222344022 240 - -2024120030020200000002222

Figura 11. MSA de BSP residuos 1-114
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Huginod{-347
Chimparcé 1-317
Maezco_Rhesws-318
Gorfla/-323
Tupaya'{-3H1
Ballera_enzna1-316
Delfin_narz_de_potellait-317
Cahallod-310
Mumiélaga/1-305
Myotis_de_Dawvidsd-230
Colwgod1-321
TomeVaeat-310
Elefante_aficanod{-321
Maratiii-321

Pem/{-319

Gato/1-320

Jahatir1-316
Canejos{-309
Topo_de_rarz_estrellzda/d-316
Musarafia_Flefantes1-303
Rata_gisl-321
Raton/1-324

Amigditlo_de_puewe_handaz{-247

Ormitominend1-280
Colicorto_griz/t-307
Demonio_de_Tazmaniad-302

Consenation

QLPKKAGD | TNKATKEKESDE -
HLPKKAGD | TNKATKEKESDE -
QLPKKAGDWTNKATKKEESDE -
QLPKKAGD I THKATKEKESDE-
QLPKEAGDKRNKATKRKESDE -
QLPTKAGD IGKKVTKEEESD - - - -
QLPTQAGD |GKAATEEEESD - - - -
QLPKKAGDKGNKGTKEEESD - - -
QLPKKAGDYGKKATKKEESEE - -

EEEEEEHN- - -
EEGGEEN- - -

HLPKKAGD | G KKAAKQEESDE -

QLPKKAGHTGNKVTKTEESD - - -
QLPEKAGH I GKKVTKKEESD - - -
OLPKKAGD IRHKATKEEESD - - - -
QLPKKAGDT - KKATREEESD - - - -
QLPKKAGD IGKKSAKEEESD - - - -
KLPKKAGAIENKATEEEESDE - -

QLPKKAGDAGSKATKQEESDE- -

----- AGNIG - -
KVPKKA- -
OIPKK-GEDSKNNTKKEESDE- EEEEEEEEEENKESEAEVDKNKEVVNGTOH
ONPKK- EEKNNOVTKKEESD - - - -

SKEEESD- - - -

102412000000112022322----3044 4721276 2

EEEEEEEGNENEESEAEYDENEQG INGTST- -
EEEEEEEEHEHEESEAEVDEHEQG IHNGTSET- -
EEEEEEEENENEESEAEVDEMNEQG INGTET - -
EEEEEEEENENEESEAEVDENEQG INGTET- -
EEEEEEEENENEENEAEVDEMNEQG INGTET- -
EHEAEADDMNEQG INGTET - -
EMEAEVDDMNEQGWHGTSA. -
EEEEEEEDENEEMEAEVDENGQG INGTSS - -
EEEEEEENENEENEAEVDENGQG INGTST- -
----------------------- EEEEEEENENEEHEAEVDENGQGWNGTST - -
EEEEEEEEDENEENEAEVDEMNEQG INGTET - -
WLPRKAGATGKKATKEDESD - - - - - EEEEEEEEEENEAEVDDNEQG INGTES . -
EEEEEEENENEENMEAEVDENEQG INGTSET- -
EEEEEEENENEEMEAEVDENEQG INGTSET- -
EEEEEDEENEENEAEVDENGOG INSTES - -
EEEEEDEENEETE- EVDENEQG INSTSTSTHETEVENGNGESDGNTGE- - - -
EDEEEEEENEENHEAEVDDNEQGTNGTST - -
EEEEEEENENEEHEAEVWDENEQS INGTSS - -
QLPKKAGPTGNKSTKKEESDE- EEEEEDEENENEENEAEVDENEQG INGTET - -
EEEEEEEEENEENEAEVDGHNEQG INGTST- -
QLPKKAGDAEGKAPKMKESDEEEEEEEEEEEENENEEAEVDENEQWWHNGTET - -
QLPKKAGDAESRAPKYKESDE- EEEEEEEEEENENEEAEVDENELAVNGTET - -
EEEEEENETEENEAEVDENEQGWNGTET - -
ETRKSTKKEESDE- EEEEEEEENENEESEAEVEENEQG INGTET - -

326680 3.

HETEWDGGNGFSGGDNGE -
NETEWDGGNGESGGDNGEE -

NETE-DESGN- -

NSTEAENGNGSSGEDNG-E- - -
HSTEAENGHNGSSGGDNG-E- - -
HETEAENGNGESGGDNGEE - - -
HSTEAENGNGSSGGDNG-E- - -
HETEWDNGNGSSGGDNGEE - - -
NGTEIDNGHGESGGDNGEE - - -
HETEIDHGHGSSGGDNGEE - - -

NSTEVDSGNGHSGGDNGE- - - -
NESTEAENGE. o v v e ennn.
NETEVDNGNGESSGGEDNGE- - - -
NSTDVENGNGSSDGDNGEE- - -

EHAEGDHGNGNGGKEEGEE - - -

1122142 43201101420 - -

EGEEESYTGANAEGTTETGRUGKGTSKTTTSPNGGFERPTTRRQ -
EGEEESVTGANAEGTTETGGOGKGSSKTTTEPNGGFERPTTRPO -
EGEEESVTGASAEGTTATGGUGKGSSKTTTEPNGGFERPTTRRP -
EGEEESVTGANAEGTTETGGQGKGTEKTTTSPNGGFERPTTPPO- VYRTTSPPF
EGEEESVTGAVAEGTTWTRGADNGGSKTTTEENGGLVPTTRPR - IVGTT- - - -
EGEE- GVTEANAEGTTWAGGLDNGGSKATTEPNGGVGEPTTRPRPRQEIDGTTFRRF
EGEE-DVTEANAEGTTVAGGRDNGGSKATTSPNGGFERPTAPPQEIYGTTRPRS

YYRTTSPPRF
WYRTTSPPF
WYRTTESLPF

NSTEAENGHGESGGDNGEE- - -EGEE- - - -EANAEGTAVFAERDNAGEKTTTEPNGGFAPTTPPQEVYRTT - - - -
NSTDYENGNGSSGGDNGEE- EEEGEEE - - - - - NAEGTTVAGERQD - - - - v v v v o - NGGFEFPTTPPRQEVYGTTRPPPQ
HETDAENGNGSSGGDNGEEGEEEGEEE - - - - - HAEGTTWAGERQD - - - - - - - - - - NGGSEPTTPPOQEAYGTTRPPPO
NETEWDNGHGESGGDNGEE- - - DGEGEGY TDANGEGTTAFGEWDNG SSETTTEPNGGFRQPTTRPRPLEGYGTTERPPF
HETEVDHGHGSSGGDNGEE - - - DGEEESYTEANTEG I TWAG- - - - - - - ETTTEPHGGFKPTTPHRQEVYGTTRPPPF
HETDTENGNGSHGGDHGEE- - -EGEEESYVTEANAEEATWTGERGHGGLETTASPNAGFRQPTARPPQD INYGTTTRRF
HETDAENGNGESGGDNGEE- - -EGGEESYVTEANAETATMTGERDNGGYETTTEPNDGFERPTTRRPRQEIYGTTASPF
HSTEAENGNGSSAGDNG- - - - -EGEEESYTEAHSEGTTEAGKONNGGSKTTLSPDGGFEPTTPPPELYGTTTRPS

EGEEESVTEVHAEGTTMAGRUDNGGSTTTTEPNGGFUPTTPPPEFYGTTIRPS
EGDOESYTEA- -QGTTWVAGEQDNGGAKTTTSPNGGLEPTFPPQD ISGTTLPPS
AGEGESVTATDAAGTATRGEW | SRAAETTTAPSGGFEPTTPPPEAYGTTERPPF
EGEE- SATESHAEATTWAGRUDKAITKTTPERPNGGFEATTPPPEVYGTTTRRL
EGGEENVTKASVEGTTAPAEQ: - - - - ETTPYANGRFELTTTS- - - vvvnn F

--EAEEASVTEAGAEGTTAGARELTSYGTTTAVLLNGFQATTPRPPEAYGTTERFA
A-EAEEASVTEAGAEGTT - GGRELTESVGTUTAVLLNGFOQRTTPPPEAYGTTERP I
DETDVENGHNGSSGGEDNG - - - -
DGGENGGE -
------- GDGNGTSGKEDGEE - - -
EEEEEEEENEESEAEVDENKEGGHSTHH- -

~TEDNPEGTTTTIGQDNGRFKTTASPNGGFEPTTPSHKIYRTTTRSY

AAMEEEEESWTEANDE- - - - - - - - ENGGRETTTFVDSVAGATTRPENGAYEVTTRP -
EEEVENGTESSVD - - - - KDONNSTELATSPNSRYESTTPLEGTYEVTSPPY
EEEVENGTEATEH. - - - - - - EASNSTEWTTSLNG - YEFTTLLKGDFEVYTSPPY

S44400122010040120000101000102000250422 051000002320010

Figura 12 MSA de BSP residuos 115-235
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R arod{-317
Chimpamoés3-347
zeaoo_Rhesuz {-318
Goflad-323

Tupayas -3
Ballena_enara1-316
Delfin_narz_de_hoteNard-317
Capallolf-310
Mumiglagos{-305
Nyodiz_de_DOawidAA-230
Colugos{-327
Toméligeas!-310
Elefante_afdeanos{-321
Marakbiri-321

Pemm =313

Satos1-320

SahFNA-316

Corejio{-303
Toogo_de_nadz_esielladas-316
Musarafia_Elefantes 1-203
Fata_grs'd-329

Ra¥ori-524
Ampadillo_de_nruweve_bhanrdaz-297
Crmitomimoosy-280
Coliooda_ i e 1-307
Demorio_de_ Tazmamiart-30z

GKTTTWEYEGEYEY TGANDY DNGYE I YESENGEFRGDNYRAYEDEYSYFKGRQAGYDGYDGLANYYH- HQ
GHKTTTWEYEGEYEY TEAMNEYDHNGYE | YESENGEPRGDNYRAYEDRDEY SYFHGQGEYDEYDGELANYYH- HQ
GHKTTTYEYEGEYEY TEANEY PHGYEYYESENGEPRGDNYRAYEDEYSYFRGQGYDSYDLGRNYYH - HQ
GKITTWEYEGEYEYTGANEY DNGYE I YESENGEFRGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGLANYYH- HQ
- - - - EWEYE-EYEHTGETHHY DNEYEWYEMNENGEPRGDNYRAYEDEY S W HGRQGYEEYGDQAD Y - HQ
GETTTPEYEGEYERTETHEY PHGYE I YENENGEPRGEDNYRAYEDPEYSYYRKGREYDEYDGRDYY - - HQ
GETTTPEYEGEYEQTGTMEY DHNGYE I YENENGEPRGDNYRAYEDEY S YHGREYDGYDGRADYYY - HQ
- - - - TTAYEGEYEQTGETHEY DHNGYEWYENENGEPRGDNYRAYEDEY S YHGREYDGYDGRADY™Y - - HQ
GG TTTTEYEGEYER TG THEY PHGYEYWYENENAEPRGDNYRAYEDEY SYYRKGREYDSYDLGRNYYY - HQ
GGETTTTEYEEEYEQTGTHMEY DHNGYEWYENENAEPRGDNYRAYEDEY S Y HGRGYDSYDGRANYYY - HQ
GHKTTTAEYEGEYEQTGETHEY DHNGYEWYDHENGEPRGDNYRAYEDEY S Y HGRGYDGYHGRAD Y™™ - HQ
GEITTPE - - -EYERQTETHEYDPHGTYEIYESENGDPPRGDNYRAYEDEYSYYRKGREYDSYDGRDYYS - HQ
GEITTTEY - -EYEQTETHMEY DHNGYEWYENENGEPRGDNYRAYEDEY S Y HGREYDGYDGRAD Y™™ - MH
GEITTTEYEGEYEQTETHEY DHNGYE | YENENGEPRGDNYRAYEDEY S wHGRQSYDGY - GADYY™Y - MO
GEATFHNGYEEEYEQ TG THEY DHGYEWYESENGEPRGDNYRAYEDEY SYYRKGHSYDSYDGRADY Y YHHO
REATTTEYEEEYEQTGETHEY DNGYEWYENENGEPRGDNYRAYEDEY S Y HGREYDSYDGRAD Y - HQ
GKTTTPEYEGEYEQTEAHEY DHNGYE I YESENGEPRGDEYRAYEDEY S WHERSYHEYGGEHD ™YY - - - -
GEKTTAAEYGGEYEQTGHHGY DDGYE I YENENGDPRGDNYRAYEDEY SYYRKGRGYEGYEGRADYYY - HQ
GETTTPEYE-EYEQT&ETESEY - -G%WEWYENENGEPRGDNYRAYEDEY S Y WHGEQGYGGYAGRADYY - - - -
GESTTTEYEDEYEQTETHEY HHNGYETYDMNENTEPRGDTYRAYEDEYW S FHGQASYDGEYDEHNYYY - MO
RKSSTWEYGEEYEQR |G -MNEYNTAYETYDENNGEFRGDTYRAYEDEY S YHKGHGYEGYEGRADYYY - HQ
RKSSTWEYGGEYEQTE - HMEYHNEYEWYDNENGEPRGDTYRAYEDEY S Y HGHGYEGYEGRQHNY™YY - HQ
RK-TTTEYE-EYEQTETLAYDPHGYEYYENEKGWYPREDSYLGYEDPEY Y YNEKGHDY - - - - GHNQQYY - KR
- - -TTSM- - -GYEETWTHEYDSGYEWYENENAEFRGDNFRTYEDEYSHNYKGRGYDGYDGRDYYY - MO
EESTESMLYDSGYEEPWTMHEYDHNGYE | YENENGEPRGDNYRAYEDEY S Y HGHPYHGYEGRD Y™™ - HQ
EESTEMLYDSGYEEFYTHNEY DPHGYEYYENENREPRGDNYRAYEDPEY S Y YRKGHAYNGYGGRDYYY - HQ

o

ooo0zES=z2004 558132224 376494 GG G4 0220585 1-11

Figura 13. MSA de BSP residuos 236-301
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5.1.5 Seleccion de péptidos

Para la seleccion de los péptidos se consideraron los siguientes puntos: fuerzas
electrostaticas (fosforilaciones y aminoacidos con carga), regiones desordenadas,
estructuras secundarias y zonas conservadas en el MSA. Ademas de la informacion
existente acerca de la BSP.

En la tabla 5 se muestran las regiones de la BSP, consideradas para la construccion
de péptidos:

Tabla 5. Secuencias seleccionadas para la construccion de péptidos para

simulaciones de DM

Secuencia Posiciones Péptido
KNLHRRVKIEDSEENGVFKY 4-23 1
RPRYYLYKHAYFYPHLKRFP 24-43 2

RPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSSDSSEENGDDSSEEEE 24-63 3
VQGSSDSSEENGDDSSEEEEEEEETSNEGENNEELNEDED 44-83 4
NKATKEKESDEEEEEEEEGN 125-144 5
IYESENGEPRGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHH 261-300 6

Las secuencias mostradas en la tabla 5, representan los distintos péptidos a usar
en las simulaciones de DM. En la tabla 6 se muestran modificaciones realizadas a

estos péptidos, las cuales seran referidas como versiones de los péptidos:

Tabla 6. Modificaciones realizadas a los péptidos seleccionados para su uso en

simulaciones de DM

Carga

Secuencia Nombre
total
KNLHRRVKIEDSEENGVFKY -1 P1
KNLHRRVKIEDSEENGVFKY -1 Pi1Ca
KNLHRRVKIEDSpEENGVFKY -3 P1F
KNLHRRVKIEDSpEENGVFKY -3 P1FCa
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RPRYYLYKHAYFYPHLKRFP +5 P2

RPRYYLYKHAYFYPHLKRFP +5 P2Ca
RPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSSDSSEENGDDSSEEEE -4 P3
RPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSSDSSEENGDDSSEEEE -4 P3Ca
RPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSpSpDSpS pEENGDDSpSpEEEE -16 P3F
RPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSpSpDSpS pEENGDDSpSpEEEE -16 P3FCa

VQGSSDSSEENGDDSSEEEEEEEETSNEGENNEELNEDED -21 P4
VQGSSDSSEENGDDSSEEEEEEEETSNEGENNEELNEDED -21 P4Ca
VQGSpSpDSpSpPEENGDDSpSpEEEEEE EE TpSpNEGE NNEE LNE DED -37 P4F
VQGSpSpDSpSPEENGDDSpPSpEEEEEEEE TpSpNEGE NNEE LNE DED -37 P4FCa
NKATKEKESDEEEEEEEEGN -11 P5
NKATKEKESDEEEEEEEEGN -11 P5Ca
NKATKEKESpDEEEEEEEEGN -13 P5F
NKATKEKESpDEEEEEEEEGN -13 P5FCa
IYESENGEPRGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHH -5 P6
YESENGEPRGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHH -5 P6Ca
IYPESpENGEPRGDNYRAYEDEYpSYpFKGQGYDGYDGQNYYHH -13 P6F

IYPESpENGEPRGDNYRAYEDEYpSYpFKGQGYDGYDGQNYYHH -13 P6FCa
Los aminoacidos con el subindice ‘p” son los sefialados por Netphos para ser
fosforilados (Tabla 2). En la segunda columna se muestra la carga total del péptido,
obtenida de los archivos de topologia. La tercera columna indica los cédigos
asignados a cada péptido y a sus respectivas modificaciones, donde el niamero
representa el niumero del péptido, F la presencia de fosforilaciones, mientras que el
sufijo “Ca” indicala adicion de iones Calcio®* a una concentracion de 0.1M en la caja
de simulacién. Los péptidos en la tabla se seleccionaron cumpliendo una
estandarizacion en los protocolos utilizados por el grupo de trabajo (Villarreal-
Ramirez, 2014; Boskey, 2016)

En la seccion 6.0 se muestra la discusion concerniente a la seleccion de péptidos.
Los modelos de los péptidos seleccionados se construyeron con la paqueteria “The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre (Schrodinger)” y las

fosforilaciones se afiadieron a los modelos con la paqueteria de YASARA (Krieger,
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2014). A los extremos de los se péptidos se agreg6 un capping: un grupo acetilo y

un grupo amino en el carboxilo y amino terminal, respectivamente.

5.2 Simulaciones de DM
A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para los diferentes péptidos

estudiados, se analizardn sus caracteristicas estructurales, efecto de las
fosforilaciones e interacciones con iones Ca?*.

Serealizaron simulaciones de DM de 30ns, donde los primeros 5ns se consideraron
como el tiempo de estabilizacidén, determinado por varias simulaciones de prueba
con distintos péptidos. A excepcidon de los valores iniciales mostrados para las
trayectorias, puentes de hidrégeno y para el computo de distancias. Para cada
péptido se realizaron simulaciones de DM, en su versién fosforilada, sin fosforilar y
en ausencia y presencia de iones Ca?*a una concentracion de 0.1M. En la tabla 6
se presenta el codigo de nombres utilizado para los péptidos. Ademas, los

resultados graficos siguen un cédigo de color:

Rojo: Péptido no fosforilado.

Negro: Péptido fosforilado.

Azul: Péptido no fosforilado en presencia de iones Ca?*.

Verde: Péptido fosforilado en presencia de iones Ca?*.

En las imagenes de los péptidos, los atomos de las cadenas laterales se

representan por los siguientes colores:

e Rojo: Oxigeno.

e Naranja: Fosforo.
e Azul: Nitrogeno.

e Blanco: Hidrégeno.

e Verde: Carbono.

El esqueleto de la cadena principal del péptido se encuentra representado

graficamente por una cinta de color verde.

65



5.2.1 Péptido 1

Se muestran imagenes que corresponden al estado estructural correspondiente al

inicio y al final de la dinamica, las trayectorias fueron visualizadas en PyMOL para

posteriormente exportar el frame deseado.

En la figura 14 (B,D,F y H) se observa como la estructura de loops es frecuente en

todas las versiones del péptido 1 (P1, P1F, P1Cay P1FCa,tabla 6)

A) P10ns B) P130ns

C) P1F Ons D) P1F30ns

E) P1Ca Ons F) P1Ca 30ns
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G) P1FCa Ons H) P1FCa 30ns

Figura 14. Estados estructurales de las distintas versiones del péptido 1 (Tabla 6).
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra

las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacion.
Radio de giro (Rg)

El grado de compactacion del péptido 1 en todas las versiones se representa en la
figura 15:

Radio de giro

1.5 T T T T T

Rg (nm)

0.9 [y

0.8

0 1 I 1 I 1 | 1 | 1
gOOO 10000 15000 20000 25000 30000
Tiempo (ps)

Figura 15. Radio de giro péptido 1.
El codigo de colores para las distintas versiones del péptido
es P1 - rojo, P1F - negro, P1Ca — azul, P1FCa — verde.
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En la figura 15 se observa a partir de los 10ns como el péptido P1F tiene el mayor
Rg respecto a las otras versiones del péptido. P1F es el péptido con menor
compactacion. Sin embargo, P1FCa tiene un grado de compactacion mayor. El
lector debera recordar que P1FCaes idéntico a P1F, la diferencia estriba en que en
la caja de simulacion de P1F no hay presencia de iones Ca?*. P1 es el péptido con
mayor compactacion, con un Rg promedio de 8.46 A. Sin embargo, P1Catiene una
diferencia de Rg de 0.47 A, debido a la adicion de los iones Ca?*.

Para comprender el comportamiento y la movilidad de cada residuo de aminoacido
durante las simulaciones de DM se estudié el RMSF y el valor del factor B.

RMSF y Factor B

En la figura 16, se muestran los resultados del analisis del RMSF de los péptidos
P1 (rojo), P1F (negro), P1Ca (azul) y P1FCa (verde). La fosforilacién favorece la
flexibilidad del péptido P1F, con respecto a P1. P1F presenta una mayor movilidad
en los amino&cidos K-4, N-5, L-6, V-10, K-11, 112, E-13, D-14, S-15, V-20, F-21y
K-22. Donde los residuos de aminoacido K-4 y E-13 tienen la mayor movilidad, 6.153
Ay 6.075 A, respectivamente, en P1F. Mientras, los aminoacidos K-4y E-13 en la
version de P1 presentan una movilidad de 58.18 Ay 38.58 A, respectivamente. El
péptido P1FCa muestra un aumento de flexibilidad para 16 aminoacidos en
comparacion al péptido P1. El péptido P1FCA muestra ligeros aumentos vy
disminuciones de flexibilidad, en donde la region con mayores cambios esta
representada por la disminucion de flexibilidad en los aminoacidos S-15, E-16, E-
17, N-18 cuya diferencia a sus aminoacidos homologos en el péptido P1 es de 0.738
A, 2517 A, 1.847 Ay 1.931 A, respectivamente.
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Figura 16. RMSF péptido 1
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Se sigue la convencién de colores especificada al inicio.

El RMSF junto al factor B nos sirven para evaluar en conjunto la flexibilidad de los

péptidos, a continuacién, en la figura 17 (A-D), se observan los factores B y la

estructura promedio para los péptidos P1, P1F, P1Cay P1FCa:

T e

A) Péptido P1

B)

Péptido P1F
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C) Péptido P1Ca D) Péptido P1FCa

Figura 17. Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 1y factor B

representado por un espectro de colores azul-rojo

El espectro de colores mostrado en la figura 17 A-D, guardan relacién con el grado
de rigidez o flexibilidad presentada por cada residuo de aminoacido, donde un color
rojo indica la mayor movilidad y el azul la mayor rigidez. El grosor mostrado en el
“‘modelo de cinta” es proporcional a los valores de RMSF, mediante los cuales se
obtuvo el factor B (Carluccio, 2013). Los factores B para las 4 versiones del péptido
1 se calcularon bajo la misma escala, por lo que la diferencia de colores en los

distintos péptidos (Figura 17 A-D) es un indicativo directo de cambios de flexibilidad
existentes entre ellos.

En las figuras 17 Ay B se observan los cambios de flexibilidad entre el P1y el P1F
producto de la adicion de un grupo fosfato en la S-15. De manera general, la zona
anterior a la Sp-15 del péptido P1F, correspondiente a los aminoacidos RVKIEDSp
presenta un aumento en la flexibilidad, identificada por una coloracion verde-
naranja, en comparacion con los colores azules en el P1, mientras que la zona
posterior a la Sp-15, correspondiente a los aminoacidos EEN, presenta un
decremento de flexibilidad exhibido por color azul en el P1F y de color verde en el
péptido P1. En las figuras 17 A y C, correspondientes a los péptidos P1y P1Ca,
respectivamente, se observa un aumento de flexibilidad en distintos aminoécidos a
lo largo de la secuencia del P1Ca, lo que se identifica por la presencia de colores
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amarillos, naranjas y verdes que no se observan en el péptido P1 (Figura 17 A). El
péptido P1FCa (Figura 17 D), presenta una disminucion de flexibilidad en la region
IEDSEEN, la cual esta representada por la presencia de tonalidades azul en el
modelo de cinta, en comparacién con los colores verdes presentes en el péptido P1
(Figura 17 A).

Puentes de Hidrogeno (PH)

La formacion de PH en las proteinas contribuye a la formacion de la estructura
secundaria (Pace, 2014). Elanalisis de los PH se realizé con el programa HBonanza
(Durrant, 2011) y la herramienta hbond de GROMACS. Los resultados se
encuentran resumidos en la tabla 7. Unicamente se mostraran aquellos puentes con

una aparicion de 25% del tiempo total de la simulacion.

Tabla7. PH formados en las distintas versiones del péptido 1 (P1,P1F, P1Cay
P1FCa). La numeracion de los aminoacidos corresponde a la secuencia de la BSP.

Péptido Puentes formados Aparicion del puente
(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)
Serl5 — Lys1l 46.3
Arg9 — Lys1l 34.7
Péptido sin fosforilar (P1) Arg9 - Lys11 30.5
Phe21 — Lys4 28.1
Lys18 — Arg8 27.2
Vall0 - Val20 25.6
Arg9 — Sepl15 71.0
Arg9 — Sepl5 66.9
Arg8 — Sepl5 60.3
Arg8 — Sep15 56.2
Péptido fosforilado (P1F) Aspl4 —llel3 53.7
Arg8 — Lys1l 44.6
Gly19 — Lys22 38.8
Lys22 — Glul7 36.3
Arg8 — Lys1l 34.7
llel2 — Aspl4 33.0
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Tyr23 — Glulé 54.5
Asnl8 — Phe2l 52.0
Arg8 — Lys4 48.7
His7 — Glul7 40.5
L es . . Asn5 — Aspl4 37.2
Péptido sin fosforilar con P
His7 — Glul7 314
Ca* (P1Ca)
Glul6 — Tyr22 29.8
Phe21 — Asnl4 27.2
Asn5 — Aspl4 25.6
Tyr23 — Glulé 54.5
Phe2l — Asni8 49.6
Asnl8 — Phe2l 47.1
Péptido fosforilado con Argd —Lys1l 46.3
Ca? Glu16 — Sep15 44.6
Arg9 — Lys11 41.3
(P1FCa)
Lys1l — Glul6 35.5
Asnl8 -GLul6 26.4

De la tabla 7 se observa que la Sep-15 del P1F participa en la formacién de cuatro
puentes de hidrégeno y con una presencia de mas del 50% durante las simulaciones
de DM. Sin embargo, Sepl15 en P1FCa sélo participa en la formacion de 1 PH. La
Ser-15 en P1 participa en la formacion de 1 PHy en P1Cano se ve involucrada en

la formacion de ningan PH.

Para evaluar la movilidad de los iones Ca?* durante las simulaciones de DM, se
estudiaron los factores B. En este trabajo, se consideraron a los iones Ca?*,con una
baja movilidad, con una alta probabilidad de tener interacciones con los péptidos,
dichos iones se observan en color azul en la figura 18. Los iones Ca?2* de color rojo
en la figura 18 son aquellos con mayor movilidad, por lo que se asume que tienen
interacciones transitorias o nulas con el péptido. La figura 19, muestra a manera de
ejemplo, los factores B para los iones Ca?* del péptido P1FCay se excluyé la

presencia de éste con fines didacticos. De ahora en adelante, no se vuelven a
mostrar los factores B de los iones.
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Figura 18. Factor B de iones Ca?* de la simulacion de DM del péptido P1FCa.

Obtenidos para comprobar el grado de asociacion con el péptido, se reviso la trayectoria

del péptido y el comportamiento de iones especificos durante la simulacion.

Se revisO la trayectoria de los péptidos y el comportamiento de aquellos iones

identificados con posibles interacciones con cada péptido.

Como era esperado, los aminoacidos con una carga negativa estuvieron asociados

a los iones calcio de manera transitoria y/o formando un complejo. Los iones Ca?*

asociados a manera de complejo se seleccionaron para estudiar la distancia entre

el centro de masas (COM) del ion y el centro de masas del residuo. Mientras los

iones Ca?* con interacciones momentaneas no son considerados. Los resultados se

muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Distancia entre residuos y iones Ca?* formadores de complejo

Distancia inicial

Distancia minima

Ca? en Residuo conel
Péptido . .. . . COM residuo — COM residuo —
interaccion que interactua
COM Ca?* (A) COM Ca?* (A)
Péptido 1 5501 Sepl3 52.23 3.16
fosforilado 5480 Sepl3 36.22 9.55
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Estructura secundaria

Como parte de los andlisis empleados se utilizé la herramienta DSSP de GROMACS

para determinar el contenido de estructura secundaria en los diferentes péptidos a

lo largo de las simulaciones de DM. Los resultados se muestran en la Tabla 9:

Tabla 9. Determinacién de estructuras secundarias en el péptido 1

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P1 1% 45% 54%
P1F 5% 43% 52%
P1Ca 0% 52% 48%
P1FCa 0% 41% 59%
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5.2.2 Péptido 2
De la figura 19 B y D se observa que ambos péptidos tienden a formar estructuras

de giros y bucles.

C) Péptido P2Ca Ons D) Péptido P2Ca 30ns

Figura 19 Estados estructurales de las distintas versiones del péptido 2 (Tabla 6)
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra
las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacion.

Radio de giro

El grado compactacion de los péptidos P2 y P2Ca se muestra en la Figura 20. Se
observa que posterior a los 15ns hay un cambio en el comportamiento de los
péptidos, donde el péptido P1Ca (azul) adquiere un mayor grado de compactacion,

con respecto al péptido P1 (rojo).
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Radio de giro
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Figura 20 Radio de giro péptido 2
RMSF y Factor B

En la figura 21 se muestran los resultados del analisis del RMSF de los péptidos P2
y P2Ca. Se observa que la presencia de iones Ca?* en el péptido P2Ca provoca un
aumento en la movilidad en los aminoacidos con respecto al péptido P2 donde no

hay presencia de estos.

De la figura 22 Ay B se observa que la presencia de iones Ca2*en el péptido P2Ca,
confiere una mayor flexibilidad al péptido, con respecto al péptido P2, siendo
coherente con la figura 21. Los cambios en la movilidad a lo largo de la cadena del
péptido P2Ca (Figura 22 B) se identifican por la presencia de colores amarillos,
verdes y tonalidades de azul mas claras, en contraste con las predominantes

tonalidades oscuras de azul, presentes en el péptido P2 (Figura 22 A).
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Figura 21. RMSF péptido 2
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A) Péptido P2 B) Péptido P2Ca

Figura 22. Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 2y factor B

representado por un espectro de colores azul-rojo
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PH

A continuacion, se muestran los PH computados para ambos péptidos (P2 y
P2Ca).

Tabla10. PH formados en las distintas versiones del péptido 2 (P2, P2Ca)

Péptido Puentes formados Aparicion del puente
(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)
Phel3 — Tyr6 49.6
P2 Arg2 — Prol5 32.2
Arg4 —Lys9 28.1
P2Ca Tyré — Pro21 26.4

El péptido en ausencia de calcio, P2, presenta mas puentes de hidrdgeno y con

una mayor duracion que los formados por el péptido P2Ca.

Se buscé evaluar las interacciones con iones Ca?*, como se explicé en la seccién

correspondiente al péptido 1, pero no se encontraron iones que se asociaran a modo
de manera directa con el péptido.

Estructura secundaria
En la tabla 11 se muestran los contenidos de estructura secundaria segun DSSP:

Tabla 11. Determinacion de estructuras secundarias en el péptido 2

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P2 0% 21% 79%
P2Ca 1% 27% 72%
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5.2.3 Péptido 3
En primer lugar se muestran las imagenes de diferentes estados estructurales del
péptido en sus distintas versiones (P3, P3F, P3Cay P3FCa):

A) Péptido P3 Ons B) Péptido P3 30ns

C) PéptidoP3FOns D) Péptido P3F 30ns
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G) Péptido P3FCa 0Ons H) Péptido P3FCA 30ns

Figura 23 Estados estructurales de las distintas versiones del péptido 3 (Tabla 6)
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra

las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacion.

Se observa que los péptidos tienen a formar estructuras tipo loop y lo que mas
destaca es la conformacion que adquiere el péptido P3FCa (Figura 23 H), donde la

region que contiene a las serinas fosforiladas (SpSpDSpSPEENGDDSpSpEEEE),
se encuentra extendida y rodeada de iones Ca?*.

Radio de giro

El uso del gréfico de radio de giro nos permite tener una idea mas clara de la
compactacion del péptido. De la figura 24, se observa que la presencia de iones

Ca?* aparentemente no provoca cambios mayores entre la compactacion del
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péptido P3Ca (azul) y P3 (rojo), teniendo un Rg promedio de 10.33A y 10.25A,
respectivamente. El péptido P3F (negro) presenta un mayor Rg a lo largo de toda
dindmica que el del péptido P3, lo que se interpreta como una menor compactacion.
El péptido P3FCa tiene la menor compactacion de todos los péptidos al tener el
mayor Rg a lo largo de toda la simulacién de DM.

Radio de giro
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Figura 24. Radio de giro péptido 3
RMSF y Factor B

De la figura 25 se observa que la flexibilidad del péptido P3F aumenta en 30 de los
aminoacidos con relacién al P3. Las serinas, posiciones 50,51,53,54,58 y 59,
presentan mayor movilidad al estar fosforiladas en el péptido fosforilado P3F,
respecto su forma sin fosforilar en el péptido P3. La presencia de Ca?* en el péptido
P3Ca aumenta la movilidad de 29 aminoacidos en relacién con el péptido P3. La
movilidad de los aminoacidos del péptido P3FCa aumenta en comparacion con el
péptido P3, siendo mayor que el aumento mostrado por el péptido P3F. La Sep-50
del péptido P3FCa presenta una disminucion de movilidad con respecto al péptido
P3F.
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Figura 25. RMSF péptido 3

La figura 26 muestra las estructuras promedio a lo largo de las simulaciones de DM,
asi como los factores B, de las distintas versiones del péptido 3 (P3, P3F, P3Cay
P3FCa). Se observa que el péptido P3FCa (Figura 26 D) es la version con la mayor
flexibilidad, asi como una estructura promedio completamente abierta. El péptido
P3F (Figura 26 B) presenta un incremento de flexibilidad, observado por la
presencia de colores verdes, amarillos y tonalidades claras de azul, con respecto al
péptido P3 (Figura 26 A) donde predomina el color azul oscuro. También es notable
una estructura menos compacta. La presencia de iones Ca?* en el péptido P3Ca
(Figura 26 C) tiene como consecuencia un ligero aumento de flexibilidad en algunas
regiones de la cadena peptidica, en comparacion al péptido P3, identificables por
una tonalidad azul claro.
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A) PéptidoP3 B) PéptidoP3F

C) PéptidoP3Ca D) PéptidoP3FCa

Figura 26 Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 3y factor B
representado por un espectro de colores azul-rojo

PH

De la tabla 10, se observa que la presencia de fosforilaciones en el péptido P3F
tiene un fuerte efecto sobre la formacion de puentes de hidrogeno. El péptido P3F
presenta la formacion de 35 PH, de los cuales 26 involucran al menos una serina.
Sin embargo, solo 3 puentes formados tienen una duracion mayor al 50% del tiempo
de simulacion. En el péptido P3, siete de los diecinueve puentes formados
involucran serinas, Unicamente dos presentan una duracion mayor al 50%. Mientras
que para el péptido P3Ca, sélo cuatro puentes involucran a la serina, todos con una

duraciéon menor al 40% del tiempo de simulacion. El péptido P3FCA muestra una
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disminucion considerable en el nimero de puentes formados, en donde sélo se

registran 3 PH, dos de ellos formados exclusivamente por serinas.

Tabla12. Puentes de Hidrogeno formados en las distintas versiones del péptido 3

Péptido Puentes formados Aparicion del puente
(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)

Glu60 — Asp56 76.0

His38 — Glu62 70.2

Leu39 - Glu62 66.1

Tyr36 — Ser50 65.3

Glu6l — Asp56 63.6

Glu62 — Ser58 55.3

Gly46 — Glu63 46.3

Ser51 —Tyr34 41.3

Lys40 — Glu62 40.5

Phe42 — GIn45 355

P3 Tyr34 — Tyr28 33.0
GIn45 — Glu6l 32.2

Ser59 — Asp49 30.5

Leu29 — Asp49 29.7

Arg26 — Tyrb8 28.9

Ser59 — Asp46 28.1

Tyr30 — Asp49 28.1

Ser59 — Asp56 27.2

Ser59 — Asp56 25.6

Phe42 — GIn45 82.6

Sep48 — Sepa7 70.2

Lys40 — Pro37 68.6

Sepd7 — Sepa7 64.4

P3F His38 — Glu52 64.4
Val44 — Tyr28 63.6

GIn45 — Sep47 55.3

His38 — Sep48 48.7
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His38 — Glu52 45.4
Argll — Sep47 43.8
Arg24 — Sep51 42.9
His38 — Glu52 42.1
His38 — Glu52 41.3
Sep59 — Sep59 41.3
Tyr28 — Tyr34 38.0
Arg4l — Sep4d7 38.0
Sepd7 — Sepa7 38.0
Arg26 -Sep51 36.4
Arg24 — Sep50 35.5
Arg24 — Sep51 33.9
Arg24 — Sep51 33.0
P3F Arg4l — Sep47 33.0
Arg26 — Sep51 33.0
Arg6l — Sep51 32.2
GIn45 — Sep47 32.2
Arg4l — Lys40 314
Gly46 — Sep47 30.5
Arg26 — Sep51 30.5
Arg24 — Sep50 28.9
His38 — Sep48 28.1
Arg26 — Sep51 27.2
Sep51 — Sep51 27.2
Argdl — Sep4d7 26.4
Arg24 — Sep51 26.4
Arg26 — Sep51 26.4
Phe35 — Lys31 77.6
Tyr36 — Lys31 73.5
Glubl — Asp57 53.7
P3Ca Glu60 — Asp57 53.7
Glu60 — Asp57 42.9
Glu6l — Asp57 38.0
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Arg26 — Ser58 38.0

Glu62 — Asp57 36.3

Glu62 — Asp57 36.3

Tyr27 — Ser51 34.7

Asn54 — Glu52 31.4

P3Ca Ser50 -Arg24 26.4
Gly55 — Glu52 26.4

Tyr36 — Ser46 26.4

Glu53 — Glu52 25.6

Lys31 — Tyr34 25.6

Tyr28 — Lys40 25.6

Seph9 — Sep37 54.5

P3FCa Val44 —Lys18 52.0
Sep51 — Sep29 41.3

Del analisis de calcios, se tiene lo siguiente:

Tabla 13. Distancia entre residuos y iones Ca?* formadores de complejo

Distancia inicial Distancia minima
Ca? en Residuo con el
Péptido . .. . . COM residuo — COM residuo —
interaccion que interactua
COM Ca? (nm) COM Ca? (nm)
6100 Sep5s8 5.914 0.862
6102 Sep48 6.547 2.588
6111 Sep50 5.192 2.292
6113 Sep59 4.714 2.015
6115 Sep51 4,706 1.799
6131 Sep48 5.812 1.991
P3ECa 6131 Sep50 5.939 2.292
6134 Sep58 3.788 0.552
6134 Seph9 3.674 0.361
6143 Sep5h8 5.669 1.854
6149 Sepd7 4.655 0.780
6154 Sep4d7 3.995 1.025
6154 Sep50 4.053 1.462
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Estructura secundaria

En la tabla 14 se muestran las estructuras secundarias determinadas para las

diferentes versiones del péptido 3:

Tabla 14. Determinacion de estructuras secundarias en el péptido 3

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P3 13% 36% 51%
P3F 0% 35% 65%
P3Ca 0% 45% 55%
P3FCa 0% 22% 78%

5.2.4 Péptido 4
A continuacion, las imagenes correspondientes a las estructuras iniciales y finales

del péptido 4 en sus diferentes versiones (P4, P4F, PACay P4FCa).

A) Péptido P4 Ons B) Péptido P4 30ns
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C) Péptido P4F Ons D) Péptido P4F 30ns

E) PéptidoP4CaOns

G) Péptido P4FCa Ons H) Péptido P4FCa 30ns

Figura 27 Estados estructurales de las distintas versiones del pé ptido 4 (Tabla 6)
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra

las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacién

Se observa que los péptidos P4 y P4F (Figura 25 B y D) presentan estructuras

abiertas. Mientras que los péptidos P4Ca y P4FCa (Figura 25, F y H) tienden a
formar estructuras con giros y bucles.
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Rg

En la figura 28 se observa que no hay una tendencia clara en el comportamiento
estructural de este péptido. No obstante, se aprecia que después de los 17.5ns la
compactacion entre los péptidos P4y P4F es similar siendo, al final de la simulacién,

menor para el péptido P4. Los péptidos en presencia de iones Ca?*, péptidos P4Ca
y P4FCa, tienen una mayor compactacion que el P4.

Radio de giro

Rg (nm)

0.8

5000 10000 15000 20000 25000 3000
Tiempo (ps)

Figura 28 Radio de giro péptido 4

RMSF y Factor B

A continuacion, se observan los resultados de flexibilidad de los péptidos:
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Figura 29 RMSF péptido 4.

De la figura 29 se observa un comportamiento similar para gran parte de la
secuencia peptidica, para las cuatro versiones del péptido 4 (P4,P4F, P4Cay
P4FCA) donde la mayor diferencia se encuentra en los primeros siete aminoacidos,

por parte del péptido P4F. A continuacion, la figura 30 con los respectivos factores

- e

A) Péptido P4
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B) Péptido P4F

C) Péptido P4Ca

D) Péptido P4FCa

Figura 30. Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 4y factor B

representado por un espectro de colores azul-rojo.

Se observa que los péptidos tienden a formar estructuras abiertas, y que los
cambios de flexibilidad se presentan principalmente en los extremos de los péptidos
(Figura 30 A-D), correspondientes a las secuencias VQGSSDSS (extremo amino
terminal) y EELNEDED (extremo carboxilo terminal). El péptido PF4 presenta la
mayor flexibilidad para ambas regiones seguido por el péptido P4Ca,
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posteriormente el péptido P4y por ultimo el péptido P4FCacon la menor flexibilidad

de las cuatro versiones.

PH

El analisis de PH se resume en la tabla 15

Tabla 15. Puentes de Hidrogeno formados en las distintas versiones del péptido 4

Péptido Puentes formados Aparicion del puente
(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)
Gly46 — Glu52 51.2
Asn74 — Ser69 39.6
GIn45 — Ser59 30.5
P4 Glu71 — Glu71 30.5
Asn75 — Asn70 27.2
GIn45 — Asp56 26.4
Gly55 — GIn45 26.4
Sepd7 — Sepd7 67.7
Sep48 — Sepad7 66.1
Sep69 — Tpo68 454
Leu78 — Asn74 42.1
P4F Asn70 — Tpo68 35.5
Asn70 — Tpo68 34.7
Asn75 — Tpo68 31.4
Glu77 — Asn74 30.5
Sep60 — Tpo68 27.2
Glu6l — Asp57 63.6
Ser59 — Asp57 36.3
Ser59 — Asp57 36.3
P4Ca Ser50 — Ser47 35.5
Ser59 — Asp57 28.9
GIn45 — Ser50 28.1
Asn70 — Tpo68 53.7
P4FCa Val44 — Glu53 52.0

92



P4FCa

Asn70 — Tpo68
Sep69 — Sep69
Glu53 — Val44
Sep69 — Tpo68
Glu77 — Asn74
Asn70 — Tpo68
Tpo68 — Asn75
Glu73 — Asn70
Sep50 — GIn45
Asn70 — Tpo68
Asp57 — Asn54

51.2
50.4
42.1
42.1
39.6
39.6
37.2
314
28.1
27.2
26.4

Se observa que la treonina fosforilada tiene mayor propension a formar puentes de

hidroégeno que las serinas fosforiladas. A diferencia de lo que se ha observado hasta

ahora, la treonina no disminuye tan abruptamente su capacidad de formar puentes

de hidrégeno al interactuar con Ca?*, a diferencia de la serina. Al ser la Unica

treonina fosforilada presente en los péptidos, no serd posible realizar mas

comparaciones al respecto.

Por dltimo, para la asociacion de calcio se tiene lo siguiente:

Tabla 16. Distancia entre residuos y iones Ca?* formadores de complejo

Distancia inicial Distancia minima
Ca% en Residuo conel
Péptido . . . i COM residuo - COM residuo —
interaccion que interactua
COM Ca? (nm) COM Ca? (nm)
7947 Sepd7 3.339 2.408
7947 Sep48 3.344 2.211
7958 Seph9 4.338 0.689
7974 Sep51 3.402 1.412
PAFCa 7979 Seps8 3.797 3.990
7980 Sep50 3.681 3.681
8005 Sep51 4,559 0.625
8014 Sep48 5.250 2.958
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8014 Sep50 5.322 2.824
8036 Sep42 4.064 2.641
8037 Sep59 4.234 2.832
8049 Sep69 2.960 1.512
PAFCa 8069 Tpo68 4.622 3.690
8076 Tpo68 2.525 2.316
8076 Sep69 2.657 2.402
8094 Sep47 5.202 1.538

Estructura secundaria

A continuacién, se muestran las estructuras secundarias determinadas para las
distintas versiones del péptido 4.

Tabla17. Determinacion de estructuras secundarias en el péptido 4

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P4 1% 42% 57%
P4F 3% 32% 65%
P4Ca 2% 53% 45%
P4FCa 2% 43% 55%

5.2.5 Péptido 5
A continuacion, en la figura 31 A-H, se muestran las imagenes correspondientes a

los estados estructurales iniciales y finales de las distintas versiones del péptido 5:
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A) Péptido P5 Ons B) Péptido P5 30ns

G) PéptidoP5FCa0ns H) Péptido5P5FCa 30ns

Figura 31. Estados estructurales de las distintas versiones del péptido 5 (Tabla 6).
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra

las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacion.
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De la Figura 31 B y D se observa que los péptidos P5 y P5F presentan una
estructura similar a sus estados iniciales correspondientes (figura 31 A y C).
Mientras que los péptidos P5Cay P5FCa (figura 29 F y H) presentan formacion de

loops en su estructura.
Rg

La comparacion de compactacion estructural entre las diferentes versiones del

péptido 5 (P5, P5F, P5Cay P5FCa) se realiza con el grafico de Rg mostrado en la
figura 32.

Radio de giro

0' 1 1 1 1 1
.2(}00 10000 15000 20000 25000 30000
Tiempo (ps)

Figura 32. Radio de giro péptido 5.
Sin embargo, se observa que estos no siguen patron alguno, solo se puede decir
que, para el punto final de la simulacion los péptidos P5F y P5FCa representan
ambos extremos del grafico, con la mayor y la menor compactacion,
respectivamente. Mientras que los péptidos P5 y P5Ca muestran un grado de
compactacion similar. Los Rg promedio, de mayor a menor, son: P5F 13.30 A, P5
12.52 A, P5Ca 12.12 Ay P5FCa 11.49 A.
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RMSF y Factor B

De la figura 33 se observa que la fosforilacién de la S-133 en el péptido P5F, provoca
una disminucion de movilidad en trece aminoacidos, respecto al péptido P5.
Mientras que la presencia de iones Ca?*, en conjunto a la fosforilacién de la S-133,
también disminuye la movilidad de quince aminoacidos, en comparacioén con el
péptido P5, teniendo valores similares a los presentados por el P5F. La presencia

de iones Ca?* en el péptido P5Catiene como efecto la disminucién de la movilidad
en los aminoacidos al compararse con el P5.

RMSF
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125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144
Residuo
Figura 33 RMSF péptido 5

A continuacion, las estructuras promedio junto al factor B de las versiones del
péptido 5 (P5, P5F, P5Cay P5FCa):

97



A) Péptido P5 B) Péptido P5F

C) Péptido P5Ca D) Péptido P5FCa

Figura 34. Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 5y factor B

representado por un espectro de colores azul-rojo

En la figura 34 se observa que las diferentes versiones del péptido 5 tienen una
estructura promedio abierta y poco compacta. También es posible apreciar la
diferencia de flexibilidades entre péptidos: el péptido P5 presenta la cadena mas
flexible al tener presencia de colores verdes, amarillos y naranjas a lo largo de su
estructura, en contraste con los colores azules mostrados por el resto de los
péptidos. Mientras que los péptidos P5F, P5Ca y P5FCa presentan flexibilidades
similares.

PH

A continuacién, se muestran los PH formados:
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Tabla 18. Puentes de Hidrogeno formados en las distintas versiones del péptido 5

Péptido Puentes formados Aparicion del puente
(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)

Lys131 — Lys126 42.1
P5 Glul30 — Lys126 35.5
Asnl25 — Lys129 30.6
P5Ca Thrl28 — Asn125 32.0
Glul37 — Aspl34 31.4
P5FCa Gly143 — Glul39 28.9
Glul42 — Glu139 27.2
Glul4l — Glu139 25.6

Enla tabla 18, se observa que el péptido P5F es el tnico de los péptidos analizados

en el que no hay una formacion de puentes de hidrogeno que perduren por mas de

un 25% del tiempo total de la simulacion. A la

vez, se observa que no hay

participacién de la Sp-133 en la formacion de puentes de hidrégeno para el péptido

P5FCa, pero hay glutamatos involucrados en todos los puentes detectados.

La tabla 19 muestra la informacidn sobre las interacciones aminoacido —iones Ca?*:

Tabla 19. Distancia entre residuos y iones Ca?* formadores de complejo

Distancia inicial Distancia minima
Ca? en Residuo con el
Péptido . » . ] COM residuo — COM residuo —
interaccion que interactua
COM Ca? (nm) COM Ca? (nm)
5493 Sepl33 2.517 1.383
Péptido 5 5512 Sepl33 3.757 0.981
fosforilado 5527 Sep133 4.218 1.021
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Estructura secundaria

En la tabla 20 se muestran las estructuras secundarias determinadas para las

distintas versiones del péptido 5.

Tabla 20. Determinacion de estructuras secundarias en el péptido 5

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P5 1% 26% 73%
P5F 0% 26% 74%
P5Ca 1% 39% 60%
P5FCa 3% 40% S57%

5.2.6 Péptido 6

A continuacion, se presentan las imagenes respectivas para cada version del

péptido:

A) PéptidoP60ns

B) PéptidoP630ns
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C) PéptidoP6F0ns

E) PéptidoP6CaOns F) PéptidoP6Ca30ns

G) PéptidoP6FCa Ons H) PéptidoP6FCa30ns

Figura 35. Estados estructurales de las distintas versiones del péptido 6 (Tabla 6)
La columna izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra

las estructuras adquiridas al transcurrir los 30ns de simulacion.
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En la figura 33 (B,D,F y H) se observa que independientemente de la presencia de

grupos fosfato o iones Ca?* el péptido tiene una tendencia a formar giros y bucles.
Rg

Para poder estudiar mejor su conformacion espacial, en la figura 36 se muestran los
Rg de cada péptido. Se observa que los 4 péptidos muestran un comportamiento

similar, con la tendencia a compactarse con el paso del tiempo , donde al final de la
dindmica muestran valores cercanos de Rg que oscilan entre 9.5y 10.5 A,

Radio de giro

Rg (nm)

Ty

Y,.

1 | 1 | 1 | 1
5000 10000 15000 20000 25000 30000
Tiempo (ps)

Figura 36. Radio de giro péptido 6.
RMSF y Factor B

A continuacion, en la figura 37 se muestran los RMSF de cada péptido:
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Figura 37. RMSF péptido 6.

En la figura 37 se observa que la tendencia general en la flexibilidad es P6F >
P6FCa > P6 > P6Ca. La adicion de grupos fosfato, péptido P6F, provoca un
aumento en la movilidad de treinta y ocho aminoacidos de la secuencia del péptido
P6. La adicion de iones Ca?* y de fosforilaciones en el péptido P6FCa tiene como
efecto una disminucién en la flexibilidad, con respecto a los valores mostrados por
el péptido P6.

A) Péptido P6 B) Péptido P6F
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C) Péptido P6Ca D) Péptido P6FCa

Figura 38. Estructura promedio de las diferentes versiones del péptido 6 y factor B

representado por un espectro de colores azul-rojo

Se observa que el péptido P6F (Figura 38 B) tiene un aumento de flexibilidad global
con relacion al péptido P6 (Figura 38 A), lo cual se identifica por la presencia de
colores amarillo, naranja, verde y tonalidades claras de azul, mientras que en el
péptido P6 predomina una tonalidad azul oscuro. Del mismo modo, la presencia de
iones Ca?* y fosforilaciones en el péptido P6FCa (Figura 38 D) aumenta la
flexibilidad en algunas regiones del péptido; sin embargo, este incremento es menor
al mostrado por el P9F. La flexibilidad mostrada por el péptido P6Ca (Figura 38 C)

es menor ala del péptido P6, se observa una predominancia de un color azul oscuro
a lo largo de la estructura.

PH

En la tabla 21 se muestran los resultados del analisis de puentes de hidrogeno
para el péptido 6.
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Tabla21. Puentes de Hidrogeno formados en las distintas versiones del péptido 6

Péptido Puentes formados Aparicion del puente

(Donador — Aceptor) durante la dinamica (%)
Glu268 — Sep264 58.1
Sep264 — Sep264 56.7
His300 — Asp290 49.6
Arg270 — Sep264 48.9
Arg270 — Sep264 48.9
Glu265 — Sep264 46.0
Gly267 — Sep264 43.9
P6F Phe284 — His300 43.2
His300 — Asp290 41.1
Tyr289 — Asp293 40.4
Arg270 — Sep264 35.4
Asn266 — Sep264 34.0
Arg270 — lle261 304
Tyr297 — GIn287 28.3
Asn296 — GIn287 28.3
Lys285 — Ptr283 26.2
Glu278 — Gly267 48.7
Tyr292 — Lys285 46.3
Tyr397 — GIn295 43.8
P6FCa His299 — Tyr292 42.1
Arg275 — Asp272 38.0
Arg270 — Sep264 32.2
Ptr283 — Glu265 31.4
Arg270 — Sep264 28.9
Sep264 — Sep264 28.0
Arg270 — Sep264 27.2
Arg270 — Sep264 27.2
Gly267 — Ptr281 26.4
Glu268 — Ser282 25.6
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P6FCa Arg275 — Asp272 25.6
Tyr38 — Gly286 61.1
Alal7 — Ser282 58.6
Phe25 — Tyr274 57.0
His40 — Asp293 54.5
Gly29 — Tyr297 54.5
Lys26 — Gly294 54.5
Tyr30 — GIn295 51.2

His299 — Asp293 50.4
P6 GIn295 — Asp293 33.8
His300 — GIn295 33.8
Gly267 — Tyr297 33.8
GIn295 — Asp293 33.0
Asn296 — Glu265 27.2
Asn266 — Glu268 27.2
Ser282 — Ala276 26.4
Asn296 — Phe284 25.6
Glu265 — Glu268 25.6
Glu267 — Asp272 67.7
Ser264 — Tyr262 62.8
His299 — Asp272 50.4
Gly286 — Tyr292 47.1
His300 — Arg270 47.1
His299 — Asp290 46.2
His299 — Asp290 43.8
Glu263 — GIn295 42.1
Asn266 — lle261 40.4
P6Ca Phe284 — Tyr281 38.0
Arg275 — Asn296 36.3
His299 — Asp290 36.3
His299 — Asp290 34.7
Tyr274 — Asn266 34.7
Tyr292 — Tyr289 33.8
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P6Ca

Tyr281 — Lys285
Tyr298 — Tyr283
Arg270 — Glu268
Glu265 — lle261
Lys285 — Ser282

33.0
30.5
28.9
28.0
27.2

A continuacién, los resultados correspondientes al andlisis de distancias entre iones

Ca?*y los péptidos.

Tabla 22. Distancia entre residuos y iones Ca?* formadores de complejo

Distancia inicial

Distancia minima

Ca% en Residuo con el
Péptido . .. . i COM residuo — COM residuo —
interaccion que interactua
COM Ca?* (nm) COM Ca?* (nm)
4084 Ptr3 8.489 2.840
Sep5 8.993 2.942
4828 Ptr3 10.391 3.974
Seps 10.615 3.422
Péptido 9 4849 Ptr22 9.255 2.805
fosforilado
Ptr24 8.718 2.326
4873 Ptr22 10.516 2.504
Ptr24 8.718 2.326
4913 Ptr24 9.173 2.090
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Estructura secundaria

En la tabla 23 se muestran las estructuras secundarias determinadas para las

distintas versiones del péptido 6:

Tabla 23 Determinacién de estructuras secundarias en el péptido 5

DSSP
Péptido Estructura determinada
Hélice a Hoja B Giros
P6 0% 46% 54%
P6F 0% 44% 56%
P6Ca 4% 52% 44%
P6FCa 0% 43% 57%
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6.0 Discusion
6.1 Seleccion de péptidos

Este trabajo forma parte de un proyecto cuyo propésito es identificar regiones de la
BSP que pudieran estar involucradas en el proceso de nucleacion de la HA. Sin
embargo, debido a la gran cantidad de estudios que esto requiere, esta tesis se

limita al estudio de las interacciones entre péptidos, con o sin fosforilaciones, y Ca?*.

Como primer punto, fue necesario elegir distintos fragmentos de la BSP y analizar
aguellos dominios de la secuencia que, de acuerdo con sus caracteristicas
estructurales, fisicoquimicas, conservacion o modificaciones postraduccionales,
puedan estar potencialmente involucrados en el proceso de biomineralizacién. Las
consideraciones para discernir entre que fragmentos pueden ser de utilidad y cuales
no, estdn basadas en la informacion existente sobre la BSP y caracteristicas

funcionales de las IDP. Los fragmentos elegidos se consideran como péptidos
individuales.

Las IDP, como la BSP, se caracterizan por no tener una estructura globular para
interactuar con sus ligandos fisiolégicos. Sin embargo, al interactuar con estos,
puede existir adquisicién de una estructura secundaria. También se sabe que las
fosforilaciones pueden fomentar cambios estructurales en las IDP, asi como
favorecer algunas interacciones. Por ello, consideramos importante estudiar
regiones desordenadas, posibles estructuras secundarias y zonas con presencia de
fosforilaciones. La conservacion de una secuencia, en concreto, puede significar
gue esta implicada en el papel funcional de la proteina (Sitbon, 2007), por lo tanto,
también se consideran aquellas regiones que presenten conservacién entre

especies.

Se sabe gracias a diversos estudios que las interacciones entre la BSP, asi como
otros miembros de la familia SIBLING, Ca?*, colageno y HA son de naturaleza
electrostatica (Tye, 2005, Vincent, 2013, Villarreal-Ramirez, 2014). Por lo cual, las
zonas con mayor presencia de aminoacidos cargados positiva 0 negativamente y

las fosforilaciones son zonas de gran interés en la seleccion. Los aminoacidos con
109



posiciones 47-83 (SSDSSEENGEENGDDSSEEEEEEEETSNEGENNEEL NEDED)
y 125-144 (NKATKEKESDEEEEEEEEGN) representan las zonas con mayor

presencia de residuos cargados, donde cada una de éstas cuenta con la existencia
de un octamero de E.

Otra zona de particular interés para esta discusion es la comprendida por los
residuos 1-46. Esta regidn presenta una carga neta casi heutra en comparacion con
otras partes de la proteina; pero los aminoacidos 19-46 tienen uno de los mayores
puntajes de conservacién para el péptido (Figura 11), por lo tanto, se consideroé para
los estudios de dinamica molecular. El resto de los aminoacidos se encuentra

flanqueando a una serina que ha sido reportada experimentalmente como
fosforilada (seccion 3.2.2) y se incluye para su analisis.

A continuacién, se muestra una descripcion de los péptidos seleccionados para su
posterior estudio.

e Péptido 1 (4-23): Los resultados anteriores muestran que este péptido
presenta una prediccion para ser fosforilado en la S-15 (Tabla 2), siendo
consistente con las determinaciones experimentales de aminoacidos
fosforilados presentados por Zaia (2001). También se encuentra en una de
las zonas mas conservadas de la proteina. Ademas, muestra una prediccion
al desorden para las posiciones 4-17 (Tabla 3), correspondiente a un 70%
del péptido. La prediccion para la estructura secundaria segun indican un
péptido con giros aleatorios y la formacion de hélice a para los residuos 5-9
y 4-20 (Tabla 4).

o Péptido 2 (24-43): Esta region de la proteina no presenta ninguna carga
negativa, por el contrario, tiene aminoacidos cargados positivamente vy
aminoacidos hidrofébicos; sin embargo, se ha demostrado que este dominio
es importante para la interaccién BSP — colageno (Tye, 2005), esto aunado
a su puntaje de conservacion en el MSA es motivo por el cual se decidié
utilizarlo para los estudios de simulaciones de DM.
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Péptido 3 (24-63): Este péptido comprende 15 residuos de aminoacidos
correspondientes a glutamato, aspartato y serinas seleccionadas para ser
fosforiladas (Tabla 2). Tiene una baja puntuacién en conservacion de la
secuencia (Figuras 11-13), pero es una zona con alta presencia de
aminoacidos capaces de tener interacciones electrostaticas. Presenta una
region desordenada en los residuos 46-63 (Tabla 3). También cuenta con
prediccion para la formacion de hélice a en su regién terminal,

correspondiente a glutamatos (Tabla 4).

Péptido 4 (44-83): Este péptido contiene los dltimos 20 aminoacidos del
péptido 3, y el resto de los residuos conforman una de las zonas mas acidas
de la proteina, lo que resulta de interés para analizar la unién de Ca?*. Tiene
prediccion para IDR en su totalidad (Tabla 3), asi como prediccion para la
formacion de hélice en los residuos 60-66 correspondiente a las repeticiones

de glutamato y 73-83, otra zona rica en glutamato (Tabla 4).

Péptido 5 (125-144): Este fragmento contiene una secuencia consenso para
fosforilacion (S-133) por la CKIl. Esta secuencia consenso se encuentra
conservada en 25 de las 26 especies analizadas mediante MSA (Figura 12).
Ademas, se ha demostrado su importancia biolégica para el proceso de
nucleacién de cristales de HA en rata (Baht, 2010). La secuencia del P5
presento una prediccion al desorden en un 100% (Tabla 3). Sin embargo, los
programas de predicciénde estructura secundaria determinaron la formacion

de hélice a en las repeticiones de glutamato (Tabla 4).

Péptido 6 (261-300): Este péptido corresponde a la secuencia que rodea al
dominio RGD. El MSA lo indica como una de las zonas con mayor
conservacion en secuencia (Figura 13). La prediccion de estructura
secundaria indica la formacién de hélice a y giros aleatorios (Tabla 4). Los
predictores indican desorden en algunos de sus aminoacidos (Tabla 3). Hay
predicciones para fosforilaciones sobre Y-262, Y-281, Y-283 y S-264 (Tabla
2).
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6.2 Simulaciones de DM
Se estudiaron distintas caracteristicas de los péptidos a partir de los resultados

obtenidos de las simulaciones de DM, con el propdésito de identificar regiones que
pudieran estar involucradas en el proceso de nucleacion de HA.

El grado de compactacion que adquieren los péptidos durante las simulaciones de
DM se estudi6 mediante el andlisis del Rg en distintas condiciones como la

presencia de fosforilaciones y/o la adicion de iones Ca?*:

En los péptidos P1F, P3F y P5F se observa que la presencia de fosforilaciones
disminuye el grado de compactacién y aumentan su Rg. Mientras que en los
péptidos P4F y P6F las fosforilaciones no parecen tener un efecto en el Rg. Chin
(2016) demuestra que la presencia de fosforilaciones en una IDP puede inducir la
extension estructural sobre los alrededores de la modificacion postraduccional. Esto
es debido a efectos electrostaticos y estéricos generados por el grupo fosfato. Las
interacciones electrostaticas rigen en gran medida el comportamiento de la BSP,
por lo cual es muy probable que las interacciones entre grupos fosfato y
aminoacidos con carga estén incrementando el Rg en los péptidos P1F, P3F y P5F,
en comparacion a los péptidos sin fosforilar P1, P3y P5. Interesantemente, P1FCa
y P5FCatienen un Rg menor en comparacion a P1F y P5F, respectivamente. La
adicion de iones Ca?* resulta en una compactacion estructural, probablemente por
la disminucién de la carga neta de los péptidos. Es importante destacar las tirosinas
Y-281 y Y-283 fosforiladas del péptido 6, pues son las Unicas fosforilaciones en
zonas ordenadas de la proteina, de acuerdo con PONDR, PrDOS y Netphos.

Actualmente no hay un entendimiento claro sobre los detalles implicados en el
mecanismo de nucleacioén de HA a pesar de que se han realizado multiples estudios
(Baht, 2008; Yang, 2010); sin embargo, el comportamiento exhibido por estos
péptidos asemeja al mecanismo de interaccion conocido como “fly cast’. EIl cual
consiste en la apertura de una cadena peptidica para aumentar su radio de captura
para promover enlaces a sitios especificos de sus ligandos (Shoemaker, 2000).

Dicho mecanismo seria capaz de propiciar interacciones directas con iones Ca?*
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seguido de un rearreglo estructural, pues se sabe que la unién de una IDP con su
ligando provoca una transicion estructural del tipo desorden-orden que puede
manifestarse como una compactacion del péptido (Bah, 2015). No obstante, el
péptido P3FCa muestra una compactacion menor a la del péptido P3F. Para este
caso se consideran dos posibilidades, una de ellas es que se necesite mas de un
ligando para conferir un cambio estructural, lo que es consistente con lo propuesto
por Fisher (2001) quien mencionan que la falta de orden en la estructura permite a
la BSP interactuar de manera simultinea con diferentes moléculas, donde las
interacciones con colageno o los cristales recién nucleados de HA podrian inducir
un cambio en este comportamiento. Lasegunda posibilidad es que a pesar de tener
una interaccion con un blanco biolégico su estructura permanezca desordenada,

fendbmeno ya descrito en IDP por Kulkarni et al. (2017).

En los péptidos P1Ca, P3Ca, P5Ca el grado de compactacién es similar al
observado para los péptidos P1, P3y P5, respectivamente. Estos péptidos no tienen
fosforilaciones, pero si tienen cargas negativas, lo cual implicaria que las
fosforilaciones son necesarias para una modificacion estructural. P2Camuestra una
compactacion estructural mayor comparado con el péptido P2. Es probable que la
presencia de aminoacidos cargados positivamente en interaccion con los iones Ca?*
induzca un arreglo que permita una mayor compactacion, influenciado por la
presencia de aminoacidos hidrofobicos.

El péptido 4, en sus distintas versiones, exhibe un comportamiento distinto al
descrito para los péptidos anteriores. Las versiones con los iones Ca?* (P4Cay
P4FCa)tienen un grado de compactacion mayor al mostrado por el péptido P4, para
explicar este fendbmeno fue necesario un andlisis con mayor detenimiento de las
trayectorias correspondientes. Esto puede ser consecuencia de las interacciones
electrostaticas entre los aminoacidos cargados negativamente, recordando que este
péptido tiene una carga de -21 en su version no fosforilada (P4) y de -37 en su
version fosforilada (P4F). La presencia de Ca?* puede influir sobre la orientacion de

las cadenas laterales, permitiendo un acomodo mas compacto del esqueleto
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peptidico. Sin embargo, el péptido P4F muestra un comportamiento similar a P4, el

cual adquiere una estructura extendida como consecuencia de su carga neta

El péptido 6 en todas sus versiones tiene un Rg similar, es decir, no hay variaciones
mayores a 1 A. Este péptido comprende la region del motivo RGD con funciones de
adhesion celular e influencia sobre la concentracién intracelular de Ca?*, y se
decidi6 estudiar por su importancia biolégica y su conservacién en secuencia. Sin
embargo, lo observado gracias a las simulaciones de DM sugiere que su
comportamiento es independiente de la presencia de calcio y/o de fosforilaciones;
por lo tanto, este péptido podria no tener participacion alguna en las interacciones
BSP-HA-colageno-Ca?*.

Conrespecto alos resultados del RMSF y de factores B, la movilidad de los péptidos
se ve modificada debido a la presencia de las fosforilaciones y de los iones Ca?*.
Sin embargo, es dificil realizar un andlisis residuo por residuo en presencia de tantas
variables. Se sabe que la flexibilidad de una cadena esta dada, en gran parte, por
su secuencia de aminoacidos (Radivojac, 2004) por lo que cualquier interaccion o
modificacion sobre la misma influira en ella. Los cambios observados en la movilidad
de los péptidos, asociados a su grado de compactacion, permiten dividir a los
péptidos estudiados en 6 grupos, todos ellos con respecto a las formas sin fosforilar
y siniones Ca?* (P1, P2, P3, P4,P5y P6):

e Aumento de movilidad y aumento del Rg: P1F, P3F y P3FCa.

Para este caso, se observa que los péptidos se encuentran menos compactos, en
comparacion con los péptidos P1 y P3, respectivamente. Esta mayor elongacién
favorece el libre movimiento de la cadena peptidica, al no haber impedimentos

estéricos.
e Aumento de movilidad y Rg similar: P1Ca, P3Ca, P4F, P6F y P6FCa.

La compactacion de los péptidos es similar a la de sus versiones sin fosforilar y sin
iones Ca?*; sin embargo, presentan un aumento de movilidad en distintas regiones

de la cadena peptidica, estos cambios son atribuidos a la modificacion del péptido
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original, ya sea con la adicién de fosforilaciones, la adicion de Ca?* o ambas. Es
probable que el aumento de movilidad observado en los péptidos P1Ca, P3Cay
P6FCa tenga como origen las interacciones electrostaticas entre iones Ca?*y
aminoacidos cargados positiva 0 negativamente. Para el péptido P4F la presencia
de fosforilaciones en una estructura con alta carga negativa puede propiciar un
mayor efecto de repulsién, provocando un reacomodo que permita disminuir estas
interacciones al maximo para adquirir mayor estabilidad (Kohn, 2008). Es probable
que un fendmeno similar ocurra en el péptido P6F, donde los aminoacidos
fosforilados se encuentran rodeados de aminoacidos polares y cargados

negativamente.
e Aumento de movilidad y disminucién del Rg: P2Cay P4Ca.

Estos péptidos presentan una mayor compactacion que los péptidos P2 y P4,
respectivamente, sin embargo, tienen mayor movilidad. El péptido P2 es el Gnico en
estudio con una carga neta positiva, por lo cual puede dar lugar a repulsiones
electrostaticas en presencia de iones Ca?* teniendo consecuencias sobre la
movilidad del péptido. Para el péptido P4Ca los mayores cambios ocurren en los
extremos de la cadena, probablemente debido a un acomodo que permita la

interaccion entre aminoacidos fosforilados y iones Ca?*,
e Disminucién de movilidad y aumento del Rg: P1FCay P5F.

La disminucion de movilidad en el P1FCa puede tener origen en las interacciones
entre la serina fosforilada Sp-15 y iones Ca?*, las cuales condicionan la movilidad al
formar un complejo con este amino&cido, teniendo como consecuencia un descenso
de ésta en los alrededores de la S-15 . El péptido P5F presenta una region cargada
negativamente que corresponde a mas del 50% de la secuencia este péptido, es
posible la adquisicién temprana de una estructura elongada de mayor estabilidad,
explicando asi el decremento en la movilidad.

e Disminucién de movilidad y Rg similar: P5Cay P6Ca.
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El péptido P5Ca, a pesar de tener un grado de compactacién similar al péptido P5,
muestra una disminucion en su movilidad. Este péptido cuenta con un dominio con
alta afinidad por iones Ca?*, estos iones interactian alrededor de dicho dominio, y
posiblemente ocasionan baja movilidad al estabilizar las cadenas laterales de los
glutamatos presentes en el péptido. Mientras que la disminucién de la movilidad del
péptido P6Ca puede deberse a una temprana estabilizacion temprana inducida por
la presencia de iones Ca?*.

e Disminucién de movilidad y disminucion del Rg: P4FCay P5FCa.

Se observa que ambos péptidos presentan una mayor compactacion que los
péptidos P4 y P5, respectivamente. La explicacion mas plausible es la interaccién

entre péptidos con alta carga negativa y los iones Ca?* resultando en una estructura
mAas compacta comparada a su versién sin fosforilar y sin calcio.

El estudio de las estructuras secundarias formadas por los distintos péptidos tiene
como propdsito detectar aminoacidos que pudieran estar involucrados en procesos
de unién a ligando, por los motivos expuestos anteriormente (seccion 3.2y 6.1). En
relacion con los resultados de la seccion 5.1.3, se observa estos son muy distintos
a las estructuras secundarias calculadas por el algoritmo de DSSP (Kabsch, 1983)
, lo cual puede ser consecuencia del tipo de datos empleados para entrenar a los
predictores (JPred y PSIPRED) (Drozdetskiy, 2015) (Buchan, 2013) y del uso de
proteinas globulares para el desarrollo del algoritmo de CFSSP (Chou, 1974a,b).
Por otro lado, al tener fragmentos individuales de la BSP sus interacciones y la
formacion de una estructura secundaria pueden ser diferentes a lo predicho para la
proteina integra.

El andlisis de estructuras secundarias muestra que los veintidos péptidos tienen un
contenido de estructura aleatoria (giros) de aproximadamente un 50%, un contenido
de hélice a de entre 0y 13% y el porcentaje restante corresponde a hojas f3, siendo
valores cercanos alos reportados por Wuttke (2001) para la BSP. Para los péptidos
P1Ca, P2Ca, P3Ca, P4Ca, P5Ca, P5FCay P6Ca se observa un aumento en el

porcentaje de hoja B detectada por el algoritmo DSSP. Se sabe que la presencia de
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iones en un ambiente acuoso puede favorecer la estabilizacion de la estructura
secundaria de un péptido, sin embargo, los mecanismos bajo los que ocurre este
fendbmeno siguen siendo inciertos (Crevenna, 2012). Unicamente uno de los
péptidos en los que se observa este comportamiento se encuentra fosforilado
(P5FCa), interesantemente este péptido cuenta con un aminoacido (S-133) que ha
sido reportado como “crucial’ para el proceso de nucleaciéon de HA (seccion 3.2.2),
motivo por el cual este péptido cuenta con un indicador de importancia para la

seleccién de péptidos en futuros proyectos.

La influencia sobre la presencia de hélices a es menor a la observada en hojas ,
pues los cambios en contenido de éstas son de 1%-2%. A excepcion del péptido
P3, el cual tiene un contenido de hélice a del 13%. Este valor disminuye a 0% en
presencia de cualquier modificacién al péptido (péptidos P3F,P3Cay P3FCa), que
por lo observado anteriormente puede ser consecuencia de la elongacién de la

cadena peptidica.

El andlisis de puentes de hidrogeno indica una alta capacidad por parte de los
aminoacidos fosforilados para participar en la formacién de estos, misma que se ve
reducida, y en algunos casos perdida, en presencia de iones Ca?* pues al interactuar
de forma directa, se forma un grupo de mayor volumen cuyo impedimento estérico

no permite la formacién de puentes.

Los andlisis de las trayectorias nos dan informacion sobre el comportamiento y
posiciénde los iones Ca?* alrededor de los péptidos. Los iones Ca2* presentan una
afinidad para agruparse en presencia de una alta carga negativa. Esto es observado
durante las simulaciones de DM alrededor de los amino&cidos 48-83 y 132-142,y
se incrementa en presencia de las fosforilaciones. Estas secuencias contienen dos
octameros de glutamato. Las secuencias anteriores se han estudiado para tratar de
entender los mecanismos de nucleaciéon mediante simulaciones de DM (Yang,
2010); sin embargo, en dicho estudio se construye el péptido asumiendo una
conformacion estructural inicial de hélice a. En nuestras simulaciones de DM, se

observa que estas secuencias “reclutan” iones calcio en los alrededores del péptido,
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lo cual es un indicador de importancia para la seleccion de péptidos para estudios

futuros.

Los péptidos P1Cay P6Ca, a diferencia de los otros péptidos en presencia de calcio,
no muestran interacciones directas con este ion. A pesar de tener, ambos péptidos,

una carga negativa.

Del andlisis de distancias Ca?*- residuo se sabe que los iones que se asocian a los
grupos fosfato muestran una distancia inicial al aminoécido de entre 20y 100 Ay
una distancia minima de entre 3y 40 A, dependiendo de la longitud del péptido, a

la fecha no se reporta en bibliografia resultados de este estilo bajo condiciones
similares,

7.0 Conclusiones

Se identificaron dos motivos de unién a Ca?* correspondientes a los aminoacidos
48-83 y 132-142 de la BSP. Al mismo tiempo se identific6 que la presencia de
fosforilaciones provoca un aumento en la interacciéon con Ca?*y diversos cambios

estructurales.

A partir de distintos métodos bioinformaticos y con respaldo en la literatura, se
seleccionaron seis péptidos con potencial para participar en el proceso de la
biomineralizacion. Y mediante simulaciones de DM se identificaron dos potenciales

dominios de union a Ca?*.

La presencia de Ca?* parece estabilizar la formacion de hojas B, mostrando un
aumento en el contenido de esta estructura en todos los péptidos. Mientras que su
presencia adjunta a las fosforilaciones propicia distintos estados estructurales

posiblemente relacionados con el papel mecanistico de BSP en la
biomineralizacion.
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8.0 Perspectivas

Para comprobar los hallazgos encontrados en los péptidos de BSP se propone
realizar estudios posteriores, como difraccion de rayos x de bajo angulo (SAXS),
dispersion dinamica de luz, (DLS), dicroismo circular (CD), espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y calorimetria de titulacién isotérmica
(ITC). Mediante las técnicas de SAXS y DLS se podra comprobar el grado de
compactacion (Rg) de los péptidos con y sin fosforilaciones, ademas de evaluar el
efecto de la adicién de iones calcio. Utilizando al CD y FTRI en solucién, se podra
comprobar los cambios en estructura secundaria en los péptidos debido al efecto
de las fosforilaciones y a la adicion de los iones calcio s. Mientras con el ITC, nos
permitira medir de manera directa el calor que se libera o absorbe durante la
interaccion entre los péptidos con o sin fosforilaciones y los iones calcio y se puede
determinar simultdneamente todos los parametros del enlace en un solo
experimento. También, se encuentran propuestos distintas simulaciones de
dinamica molecular de los distintos péptidos de BSP con HA y fibras de colagena
para analizar sus interacciones.
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10.0 Anexos
Anexo 1: Nomenclatura de aminoacidos

A continuacién, se muestra una tabla que contiene los cédigos empleados a lo largo

del presente trabajo, la cual contiene los 20 aminoacidos convencionales y la
version fosforilada de tres de ellos.

_ . Cadigo Cdbdigode . _ Cdbdigode  Codigode
Aminoacido Aminoéacido
tres letras una letra tres letras una letra
Alanina Ala A Metionina Met M
Arginina Arg R Fenilalanina Phe F
Asparagina Asn N Prolina Pro P
Acido
o Asp D Serina Ser S
Aspartico
Cisteina Cys C Treonina Thr T
Glutamina GIn Q Triptéfano Trp
Acido
_ Glu E Tirosina Tyr Y
Glutamico
Glicina Gly G Valina Val Vv
o _ Fosfo-
Histidina His H Sep Sp
serina
_ Fosfo-
Isoleucina lle I Ptr Yp
tirosina
_ Fosfo-
Leucina Leu L ] Tpo Tp
treonina
Lisina Lys K
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Anexo 2: Secuencias de BSP

Humano

FSMKNLHRRVKIEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSSDSSEEN
GDDSSEEEEEEEETSNEGENNEELNEDEDSEAENTTLSATTLGYGEDATPGTGY
TGLAAIQLPKKAGDITNKATKEKESDEEEEEEEEGNENEESEAEVDENEQGINGT
STNSTEAENGNGSSGEDNGEEGEEESVTGANAEGTTETGRQGKGTSKTTTSPN

GGFEPTTPPQVYRTTSPPFGKTTTVEYEGEYEYTGAND YDNGYEIYESENGEPR
GDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHHQ

Chimpancé
FSMKNLHRRVKIEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQGSSDSSEEN
GDDSSEEEEEEEETSNEGENNEESNEDEDSEAENTTLSATTLGYGEDTTPGTGY
TRLAAIHLPKKAGDITNKATKEKESDEEEEEEEEENENEESEAEVDENEQGINGTS
TNSTEAENGNGSSGGDNGEEGEEESVTGANAEGTTETGGQGKGSSKTTTSPNG

GFEPTTPPQVYRTTSPPFGKTTTVEYEGEYEYTGANEYDNGYEIYESENGEPRG
DNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHHQ

Macaco Rhesus

FSMKNLHRRVKIEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQGSSDSSEEN
GDDSSEEEEXXXETSNEGENNEESNEDEDSEAENTTLSATTLGYGEDATPGTWY
TGLAAIQLPKKAGDVTNKATKKEESDEEEEEEEEENENEESEAEVDENEQGINGT
STNSTEAENGNGSSGGDNGEEEGEEESVTGASAEGTTATGGQGKGSSKTTTSP
NGGFEPTTPPPVYRTTSLPFGKTTTVEYEGEYEYTGANEYDNGYEV YESENGEP
RGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDSYDGQNYYHHQ

Gorila

FSMKNLHRRVKIEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPHLKRFPVQVNIEILEHNYN
GKTAEEKEKFMTCTKKETSNEGENNEESNEDEDSEAENTTLSATTLGYGEDATP
GTGYAGLAAIQLPKKAGDITNKATKEKESDEEEEEEEEENENEESEAEVDENEQG
INGTSTNSTEAENGNGSSGGDNGEEGEEESVTGANAEGTTETGGQGKGTSKTT
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TSPNGGFEPTTPPQVYRTTSPPFGKITTVEYEGEYEYTGANEYDNGYEIYESENG
EPRGDNYRAYEDEYSYFKGQGYDGYDGQNYYHHQ

Tupaya

FSMKNLHRRAKLEDSEENGVFKYRPRYYL YKHA YFYPPLRRFPVQSSDSSEENG
DGDSSEEEEEGEEASNEEENNEDSNGNEDEDSEAENSTLSTTTLGYGEEMPGT

GDTGLAAIQLPKEAGDKRNKATKQKESDEEEEEEEEENENEENEAEVDENEQGI
NGTSTNSTEVDNGNGSSGGDNGEEEGEEESVTGAVAEGTTVTRGQDNGGSKT

TTSSNGGLVPTTPPQIYGTTSVS YEE YEHTG TNHYDNE YEV YENENGEPRGDNY
RAYEDEYSYYKGQGYGGYGDQDYYYHQ

Ballena enana

LSMKNLHRRAKLEDSEENGVFKYRARYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDLSEEN
GNDDSSEEEEEEETSNEEENNEENEDSDGNEDEESEAENTTLSITTLGYNKATKE
KESDEEEEEEEEGEETTPGTGNIGLAAIQLPTKAGDIGKKVTKEEESDEEEEEENE
NEAEADDNEQGINGTSTNGTEIDNGHGSSGGDNGEEEGEEGVTEANAEGTTVA

GGQDNGGSKATTSPNGGVGPTTPPQEIDGTTPPPFGETTTPGYEGEYEQTGTN
EYDNGYEIYENENGEPRGDNYRAYEDEYSYYKGRSYDGYDGQDYYHQ

Delfin nariz de botella

LSMKNLHRRGKLEDSEENGVYKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDLSEEN
ENGESSEEEEEKETSNEEENNEENEDSEGNEDEESEAENTTLSITTLGYGEETAP
GTGYIGLAAIQLPTQAGDIGKAATEEEESDEEGGEENENEAEVDDNEQGVNGTS
ANSTEIDNGHGSSGGDNGEEEGEEDVTEANAEGTTVAGGQDNGGSKATTSPNG
GFEPTAPPQEIYGTTPPPSGETTTPGYEGEYEQTGTNEYDNG YEIYENENGEPR
GDNYRAYEDEYSYYKGRSYDGYDGQDYYYHQ

Caballo
LSMKNLHRRAKLEDSEENGVYKYRPQYSLYKHAYFYPPLKRFPVQTSSDSSEEN
GDGDSSEEEEEEEETSNEEGNNGENEDSEGNEDEESDAENTTLSTITPGYGEEP
TPGMGNIGLAAIQLPKKAGDKGNKGTKEEESDEEEEEEEDENEENEAEVDENGQ
GINGTSSNSTEAENGHGSSGGDNGEEEGEEEANAEGTAVPAEQDNAGSKTTTS
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PNGGFAPTTPPQEVYRTTTTAYEGEYEQTGTNEYDNGYEVYENENGEPRGDNY
RAYEDEYSYYKGRSYDGYDGQDYYHQ

Murciélago
FSMKNFHRRAKLEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQNSDSSEENG
DGDSSEEEEGEEENSNEEANNEESNEDEESEAENSTLSATTPGYGEETTPGTGN
VGLAAIQLPKKAGDVGKKATKKEESEEEEEEEEENENEENEAEVDENGQGINGT
STNSTDVENGNGSSGGDNGEEEEEGEEENAEGTTVAGEQDNGGFEPTTPPQEV
YGTTPPPQGGTTTTEYEGEYEQTGTNEYDNGYEVYENENAEPRGDNYRAYEDE
YSYYKGRGYDSYDGQNYYYHQ

Myotis de David

FSMKNFHRRAKLEDSEENAVFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFAVQNSDSSEENG
DGDSSEEEEEEENENEENEAEVDENGQGVNGTSTNSTDAENGNGSSGGDNGE
EGEEEGEEENAEGTTVAGEQDNGGSEPTTPPQEAYGTTPPPQGGTTTTEYEEE
YEQTGTNEYDNGYEVYENENAEPRGDNYRAYEDEYSYYKGRGYDSYDGQNYY
YHQ

Colugo

FSMKNLHRRVKVEDSEENGVFKYRPRYSLYKHFYFYPPLKRFPVQSSSDSSEEN
GDGDSSEEEEEEEETSNEEENNENSDENEDEESEAENTTLSTATPGYGEITPGT
GIQLAAIHLPKKAGDIGKKAAKQEESDEEEEEEEEEDENEENEAEVDENEQGING
TSTNSTEVDNGHGSSGGDNGEEDGEGEGVTDANGEGTTAPGEWDNGSSETTT
SPNGGFQPTTPPLEGYGTTSPPFGKTTTAEYEGEYEQTGTNEYDNGYEV YD HEN
GEPRGDNYRAYEDEYSYYKGRGYDGYHGQDYYYHQ

Toro/Vaca

LSMKNLNRRAKLEDSEENGVFKYRPQYYVYKHGYFYPALKRFAVQSSSDSSEEN
GNGDSSEEEEEEEETSNEEGNNGGNEDSDENEDEESEAENTTLSTTTLGYGEIT

PGTGDIGLAAWLPRKAGATGKKATKEDESDEEEEEEEEEENEAEVDDNEQGING
TSSNSTEVDNGHGSSGGDNGEEDGEEESVTEANTEGITVAGETTTSPNGGFKPT
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TPHQEVYGTTPPPFGKITTPGEYEQTGTNEYDNGYEIYESENGDPRGDNYRAYE
DEYSYYKGRGYDSYDGQDYYSHQ

Elefante africano

FSMKNLHRRAKLEDSEENRVFKFRPQYYLYKHAYFYPPQKRFPVLSNSDSSEEN
GDGYSSEEEEEEEESSNEGENNEENEESNENEEEESEAENTTLSTATPGYGEET
TPGTGSLGLAAIQLPKKAGHTGNKVTKTEESDEEEEEEENENEENEAEVDENEQ
GINGTSTNSTDTENGNGSNGGDHGEEEGEEESVTEANAEEATVTGEQGNGGLE
TTASPNAGFQPTAPPQDIYGTTTPPFGEITTTGYEYEQTGTNEYDNGYEV YENEN
GEPRGDNYRAYEDEYSYYKGRSYDGYDGQDYYYNH

Manati

FSMKHLHRRAKLEDSEENRVFKFRPQYYLYKHAYFYPPLKRFPVLSNSDSSEEN

GDGNSSDEEEEAESSNEEENNEENEESNENEDEESEAENTTPSTATPGYGDETT
PGTGSIGLAAIQLPEKAGHIGKKVTKKEESDEEEEEEENENEENEAEVDENEQGIN
GTSTNSTDAENGNGSSGGDNGEEEGGEESVTEANAETATMTGEQDNGGVETTT

SPNDGFEPTTPPQEIYGTTASPFGEITTTGYEGEYEQTGTNEYDNGYEIYENENG
EPRGDNYRAYEDEYSYYKGQSYDGYGQDYYYNQ

Perro

FSMKNLHRRAKLEDSEENGVFKYRPRYYLYKHS YFYPPLKRFPVQSSSDSSEED
GDGDSSEEEEEEEETSNEEENNEENANSDENEDESDAENSTLSATPGYGEEITP
GTGYIGLAAIQLPKKAGDIRHKATKEEESDEEEEEDEENEENEAEVDENGQGINS

TSSNSTEAENGNGSSAGDNGEGEEESVTEAHSEGTTEAGKQNNGGSKTTLSPD

GGFEPTTPPPELYGTTTRPSGEATPNGYEEEYEQTGTNEYDNGYEVYESENGEP
RGDNYRAYEDEYSYYKGHSYDSYDGQDYYYHHQ

Gato

FSTKNLHRRAKLEDSEENGVFKYRPRYYLYKNAYFYPPLKRFPVQSSSDSSEEN
GDGDSSEEEEEEEEASNEEENNEENANSDENEDEESEAENTTLSATPGYGEETT
PGTGNIGLAAIQLPKKAGDTKKATREEESDEEEEEDEENEETEEVDENEQGINST
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STSTNSTEVENGNGSSDGNTGEEGEEESVTEVNAEGTTMAGRQDNGGSTTTTS
PNGGFQPTTPPPEFYGTTIRPSREATTTGYEEEYEQTGTNEYDNGYEVYENENG
EPRGDNYRAYEDEYSYYKGRSYDSYDGQDYYYHQ

Jabali

FSMKNFHRRAKLEDPEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDSSEEN
GNGDSSEEEEEEEENSNEEENNEENEDSDGNEDEDSEAENITLSTTTLGYGGDV
TPGTASIGLAALQLPKKAGDIGKKSAKEEESDEDEEEEEENEENEAEVDDNEQGT
NGTSTNSTEVDSGNGHSGGDNGEEGDQESVTEAQGTTVAGEQDNGGAKTTTS

PNGGLEPTPPPQDISGTTLPPSGKTTTPEYEGE YEQTGAHEYDNGYEIYESENGE
PRGDSYRAYEDEYSYYKGRSYNSYGGHDYY

Conejo

FSMKNLHRRVKLQDSEENGVFKFRPQYYLYKHAYFYPPLKRFPVPSSDSSEENG
EGDSSDEEEEGEETSNEEENNEDSNGNEDEESEAENSTLSFTTPDYGEITRGTG

YIGLAGIKLPKKAGAIENKATEEEESDEEEEEEEENENEENEAEVDENEQSINGTS
SNSTEAENGEAGEGESVTATDAAGTATRGEWISRAAETTTAPSGGFEPTTPPPE

AYGTTSPPFGKTTAAEYGGEYEQTGNHGYDDGYEIYENENGDPRGDNYRAYED

EYSYYKGRGYEGYEGQDYYYHQ

Topo de nariz estrellada.

FSMRNLYRRAKLQDSEENGVFKYWPRYSLYKHAYFYPPLKRFPVQSSSDSSEEN
GDGDSSEEEEEEETSNEEENNEENENSDGNEDEESEADNTTLSATTPGYGEEST
PALVTLGLAAIQLPKKAGPTGNKSTKKEESDEEEEEEDEENENEENEAEVDENEQ
GINGTSTNSTEVDNGNGSSGGDNGEEGEESATESNAEATTVAGRQDKAITKTTP

SPNGGFEATTPPPEVYGTTTPPLGETTTPGYEEYEQTGTSEYGYEV YENENGEP
RGDNYRAYEDEYSYYKGQGYGGYAGQDYY

Musarana elefante

FSMKNLHRRAKIEDSEENGIFKFRPRYYLYKHAYFYPHLKRFVVQANSDSSEEDG
DGNSSDEEEEEEVRNESSNEEEEENEDEESEANSTVSTTTFGYGEEPTPGTGGI
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GLAAIQLPKKAGDAGSKATKQEESDEEEEEEEEEENEENEAEVDGNEQGINGTS
TNSTDVENGNGSSDGDNGEEEGGEENVTKASVEGTTAPAEQETTPYANGRFEL

TTTSFGESTTTGYEDEYEQTGTNEYNNGYETYDNENTEPRGDTYRAYEDEYS YF
KGQSYDGYDSHNYYYNQ

Rata gris

FSMKNFHRRIKAEDSEENGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGGSDSSEEN
GDGDSSEEEGEEEETSNEEENNEDSEGNEDQEAEAENATLSGVTASYGVETTA
DAGKLELAALQLPKKAGDAEGKAPKMKESDEEEEEEEEEEEENENEEAEVDENE
QVVNGTSTNSTEVDGGNGPSGGDNGEEAEEASVTEAGAEGTTAGARELTSYGT
TTAVLLNGFQQTTPPPEAYGTTSPPARKSSTVEYGEE YEQIGNEYNTAYETYDEN
NGEPRGDTYRAYEDEYSYYKGHGYEGYEGQDYYYHQ

Raton

FSMKNFHRRIKAEDSEENGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGGSDSSEEN
GDGDSSEEEGEEEETSNEEENNEDSEGNEDQEAEAENATLSTLSGVTASYGAET
TPQAQTFELAALQLPKKAGDAESRAPKVKESDEEEEEEEEEEENENEEAEVDEN
ELAVNGTSTNSTEVDGGNGSSGGDNGEEAEAEEASVTEAGAEGTTGGRELTSV

GTQTAVLLNGFQQTTPPPEAYGTTSPPIRKSSTVEYGGEYEQTGNEYNNEYEVY
DNENGEPRGDTYRAYEDEYSYYKGHGYEGYEGQNYYYHQ

Armadillo de nueve bandas

FSMKNLYRRAKVEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYFYPPLKRFPVQSNSDSSEEN
GNGDSSEEEEEAGNIGSKEEESDEEEEEENETEENEAEVDENEQGVNGTSTDST
DVENGNGSSGGDNGEGETEDNPEGTTTTIGQDNGRFKTTASPNGGFEPTTPSH

KIYRTTTPSYRKTTTE YEE YEQTGTDAYDNG YEV YENEKGVPRGDSYLGYEDEY
YYNKGHD YGNQQYYKR

Ornitorrinco

FSVKNLHRRAKVEESEENAVFKHRPRYYIYKYAYLYPPQKRILSQETSNEENEEN
EEEDENSEGEESTTVSATTPLYGEETTPGRGDNGLGAIKVPKKAETRKSTKKEES
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DEEEEEEEEENENEESEAEVEENEQGINGTSTNSTEDSGNDGGENGGEAAEEE
EESVTEANQEENGGQETTTFVDSVQGATTPSNGAYEVTTPPTTSNGYEETVTNE
YDSGYEVYENENAEPRGDNFRTYEDEYSNYKGRGYDGYDGRDYYYNQ

Colicorto gris

FSAKHLYRRAKLEDSEENGVFNHRHRYYLNKYSYFYPPLKRIPVQHNGDSSEEG
DGDSSEEEEEEEETSNEEESETNGSEDEEEEGGESTTLSATTISGYEEENTTASG
DVGLAAIQIPKKGEDSKNNTKKEESDEEEEEEEEEEENKESEAEVDKNKEVVNGT
DHGDGNGTSGKEDGEEEEEVENGTESSVDKDNNSTELATSPNSRYESTTPLEG

TYEVTSPPYEESTSNLYDSGYEEPVTNEYDNGYEIYENENGEPRGDNYRAYEDE
YSYYKGHPYNGYEGQDYYYHQ

Demonio de Tasmania

FSVKNLYRRAKLGDSEENGVLNHRHRYYIYKYS YLYPPLKRIPVQRNGDSSEEGD
GESSEEEEEEEENSNEEEETESNGSEESTTLSATTLGYGEENTTASGDIGLAAIQ
NPKKEEKNNQVTKKEESDEEEEEEEENEESEAEVDENKEGGNSTNHENAEGDH
GNGNGGKEEGEEEEEVENGTEATENEASNSTEVTTSLNG YEFTTLLKGDFEVTS
PPYEESTSNLYDSGYEEPVTNEYDNGYEV YENENREPRGDNYRAYEDEYSYYK
GHAYNGYGGQDYYYHQ

Anexo 3: Validacion, sensibilidad y especificidad de servidores
Netphos

El servidor consta de dos predictores (seccion 4.1.5): Netphos 2.0 y Netphosk 1.0
cuya validacion fue realizada por los autores bajo el método de cross-validation.
Dicho procedimiento consiste en dividir los grupos de datos en subgrupos de,
aproximadamente, el mismo tamafio y usar uno de ellos como prueba mientras el

resto son empleados para entrenar al sistema.

e Netphos 2.0: Se utilizaron secuencias, cuyos sitios de fosforilacion hayan
sido verificados experimentalmente, presentes en la Phosphobase

(Kreegipuu, 1999). Los grupos de datos correspondientes a sitios de
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fosforilacion en Y, Ty S, se dividieron en cinco subgrupos para realizar ser
utilizados en la validacion. Cuatro de los subgrupos se emplearon para
entrenar a las NN y el restante se utilizd para probar las redes entrenada.
Blom (1999) reporta lo siguiente:

a) Prediccion sobre serinas: sensibilidad, 50-90%, especificidad, 65-
100%.

b) Prediccion sobre treoninas: sensibilidad 65-87% y especificidad, 37-
100%.

c) Prediccion sobre tirosinas: sensibilidad 70-87% y especificidad, 40-
100%.

Netphosk 1.0: Se utilizaron secuencias, cuyos sitios de fosforilaciéon hayan

sido verificados experimentalmente, presentes en las bases de datos
Phosphobase y Swiss-Prot. Los grupos de datos para cada enzima se
dividieron en subgrupos para realizar la validacién correspondiente. Uno de
estos es utilizado para probar el desempefio de las NN, mientras que el resto
de los subgrupos se usa para entrenar al sistema. Posteriormente estos
subgrupos se rolan hasta que cadauno de ellos haya sido probado al menos
una vez. Blom (2004) reporta lo siguiente:

Se realiz6 una comparacion del método con las predicciones realizadas por
el sitio Scansite. se encontr6 que a niveles dados de especificidad para
ambos servidores (0.8,0.75,0.7,0.6 y 0.5 para NetphosK 1.0 y high, medium
y low para Scansite) el método NetphosK 1.0 presenta una mayor
sensibilidad en todos ellos. También se presentan los coeficientes de
Mathews correspondientes, siendo de 0.32-0.58 para Netphos y de 0.13-0.26
para Scansite.

PONDR

Anteriormente se menciondé que PONDR integra tres predictores (seccion 4.1.6):

VL1, XCy XN. Los tres fueron sometidos al proceso de cross-validation.

Para VL1 se utilizaron cinco grupos de datos obtenidos de las bases de datos

SwissProt y PIR. EI 80% de ellos fue particionado de manera aleatoria: 64% fue

utilizado para entrenar las NN y el 16% fue utilizado como grupo de prueba. Mientras
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que el 20% restante se utilizo para estimar la generalizacion del predictor. No se
reportan valores de sensibilidad o especificidad, pero se reporta la precision del
meétodo con valores de 86+2% a 92+1%.

Los predictores XC y XN fueron desarrollados con trescientas veintisiete proteinas
diferentes no relacionadas entre si, obtenidas de PDB-select-25. Se realizd el
proceso de cross-validation por quintuplicado, sin embargo, no se da una
explicacién de cédmo se dividieron los grupos de datos. Las precisiones reportadas
son: 78.8+1.5% para regiones N terminales (predictor XN) y 75.3+3.3% para

regiones C terminales (predictor XC).

PrDOS

El método utilizado por el servidor fue validado por Ishida (2007), mediante cross-
validation quintuple, no hay informacién respecto a los grupos de datos empleados.
No hay informacién respecto a la sensibilidad o especificidad, pero en el 2006 la
comunidad de biologia estructural en la CASP7 (Evaluacion Critica de Estructura
Secundaria, por sus siglas en inglés) evalué el desempefio del predictor, donde

demostré ser uno de los mejores métodos con una precision >90%.
Jpred

Para el algoritmo de prediccion se utiliz6 un proceso de cross-validation séptuple,
sin embargo, no se mencionan detalles sobre los grupos de datos empleados. La
precision reportada para predicciones es del 82%.

PSIPRED

La validacion del método fue realizada por el proceso de cross-validation sin
embargo no se dan mas detalles al respecto. En sus inicios mostro una precision
del 76.5% y en el afio de 1998 fue sometida a revision en la CASP3 donde se
posicioné como el mejor predictor con un valor de precision de entre 73.4% Yy 77.3%
en las diferentes categorias (McGuffin, 2000). Actualmente se han realizado
mejoras al método dando como resultado una precision de 81.4 £ 0.6% (Buchan
et al., 2010).
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CFSSP

Este método, en sus respectivas publicaciones, no da detalle alguno sobre algun
proceso de validacion, sensibilidad o especificidad; sin embargo, Kumar (2013)

menciona que en la practica real el método tiene una precision de 50% - 60%.
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