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RESUMEN

Objetivo: Desarrollar un potencial estadistico para la identificacion de la estructura nativa de

las proteinas, basado en la geometria del puente de hidrégeno en estas.

Material y métodos: Utilizando una muestra de 2078 estructuras de proteinas en su
conformacién nativa obtenidas del Protein Data Bank, se construyeron potenciales
estadisticos basados en dos parametros geométricos de los puentes de hidrégeno
intramoleculares formados por la cadena principal de estas, la distancia hidrogeno-aceptor y
el &ngulo donador-hidrégeno-aceptor. Fueron construidos dos potenciales distintos, variando
el intervalo de medicién del angulo donador-hidrégeno-aceptor para evaluar la influencia de
los puentes de hidrogeno con dicho angulo entre 90 y 120 grados en su capacidad de
discriminacion de la estructura nativa en un conjunto de conférmeros. Para evaluar dicha

capacidad, se les probo en grupos de conférmeros de 76 proteinas distintas.

Resultados: Se encontrd, con un 95% de confianza, que la mediciébn de los puentes de
hidrégeno con un angulo donador-hidrégeno-aceptor juega un papel importante en la
capacidad del potencial para discriminar la estructura nativa de una proteina en un conjunto

de conférmeros, ya que incrementa su poder predictivo de 65% a 70%.

Conclusion: La capacidad de un potencial estadistico basado en dos descriptores, uno de
distancia y otro de direccionalidad, para los puentes de hidrégeno formados por la cadena
principal de proteinas con estructura terciaria conocida, se encuentra alrededor del 70% para
predecir la estructura nativa de una proteina en un conjunto de sefiuelos, siendo los puentes
de hidrégeno con un angulo entre 90° y 120° un factor importante para la realizacion de dicha
discriminacion.
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[. Introduccién

Conocer la estructura terciaria de una proteina es importante para entender diversos
aspectos de su funcion y poder emplear dicho conocimiento en el disefio de nuevos farmacos
(121 Sin embargo, en la base de datos del Universal Protein Resource (UniProt) se tienen
almacenadas mas de 48 millones de secuencias de aminoacidos de proteinas !, de las
cuales solo alrededor de 95 mil poseen una estructura tridimensional conocida y almacenada
en la base de datos del Protein Data Bank (PDB)™. Es por ello que uno de los problemas
actuales mas retadores en el campo de la biologia molecular computacional es el de predecir
la estructura nativa de una proteina con base a su secuencia de aminoacidos. Los métodos
empleados en la resolucién de este problema se pueden clasificar en tres categorias "
modelado comparativo, reconocimiento del plegado y métodos ab initio. Los primeros dos
grupos predicen estructuras de proteinas basados en estructuras de proteinas ya resueltas ©
12 mientras que los que comprenden el tercer grupo se basan en la hipétesis termodinamica,
la cual establece que la estructura nativa de una proteina sera aquella que posea la menor

energia libre bajo condiciones fisioldgicas **!

, lo cual implica la necesidad de desarrollar
funciones de energia que permitan la identificacion de dicha estructura. Dentro de estas
funciones se encuentran los potenciales basados en el conocimiento ' (PBC) o
potenciales estadisticos, los cuales son funciones energéticas derivadas de bases de datos
de estructuras de proteinas cuya estructura tridimensional es conocida . Los PBC capturan,
empiricamente, los aspectos més relevantes de la fisicoquimica de la estructura y funcion de
las proteinas. Son derivados al medir la probabilidad de una observable en un conjunto de

estructuras experimentales en relacion a un estado de referencia y la conversion de la

probabilidad a una funcion de energia se realiza normalmente empleando la ley de

11



Boltzmann. Los PBC han tenido éxito en la prediccion de la estructura de proteinas, en la
prediccion de las interacciones proteina-proteina, en la prediccion de las interacciones
ligando-proteina y en el disefio de proteinas. Sin embargo, la mayoria de los PBC explotan
parametros observables como la distancia entre pares o cuartetos de los carbonos alfa, o de
los centroides de las cadenas laterales, que resultan Utiles cuando no se requiere una

prediccidon en detalle atomico.

Por otro lado, existen evidencias experimentales y computacionales que confirman el papel
esencial de preferencias locales en la configuracion de las estructuras proteicas. Entre ellas
se encuentra el puente de hidrogeno intramolecular que es uno de los tipos de interaccion
molecular no covalente mas importante en biologia, y al cual se le atribuye la capacidad de

conferir la orientacién y especificidad de las interacciones intramoleculares 9.

Nuestra hipotesis de trabajo es la de explorar la posibilidad que un PBC basado en la
direccionalidad de los puentes de hidrégeno intramoleculares de proteinas plegadas en su
estructura nativa es suficiente para distinguir a esta en un conjunto de diferentes estructuras
con la misma secuencia primaria, conocidas como sefiuelos. Por tal motivo, este trabajo se
centrara en el desarrollo de un potencial estadistico basado en el andlisis geométrico de los
puentes de hidrégeno formados por la cadena principal de proteinas con estructura terciaria
conocida, que posteriormente pudiera ser empleado como funcion evaluadora para el
desarrollo de algoritmos de prediccion de estructura terciaria de proteinas que a su vez

pueden ser usados como herramienta para la sintesis racional de farmacos.

12



[l. Marco teérico

1. Proteinas y sus niveles de organizacion estructural

Las proteinas son el mayor componente de los organismos vivos, ya que ocupan alrededor
del 50% del peso seco de una célula, mas que cualquier otra biomolécula. Son también las
macromoléculas encargadas de permitir que se lleven a cabo practicamente todas las
reacciones que ocurren en un sistema biologico. Las proteinas son polimeros de
aminoacidos, sin embargo, de entre todas las posibilidades de aminoacidos que pueden
existir, solo veinte de ellos se encuentran en la mayoria de las proteinas, estos son: alanina,
valina, leucina, isoleucina, glicina, prolina, cisteina, metionina, histidina, fenilalanina, tirosina,
triptéfano, asparagina, gltamina, serina, treonina, lisina, arginina, &cido aspartico y acido

glutamico 2%,

Para su estudio, las proteinas se pueden examinar en cuatro distintos niveles de estructura:

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria 2°2%,

1.1. Estructura primaria

La estructura primaria es la secuencia exacta de aminoacidos que forman su cadena. Esta
secuencia es muy importante, ya que de ella depende el plegado final, y por tanto, la funcién
de cada proteina. Cada uno de estos aminoacidos posee una estructura que incluye un
carbono alfa rodeado de cuatro sustituyentes: un hidrégeno, un grupo amino, un grupo

carboxilo y una cadena lateral (Figura 1).
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R 0O

| /
HaN*"—C— C\

|

H O

Figura 1. Estructura general de un aminoacido. En azul

se muestra el grupo amino y en rojo el grupo carboxilo [0,

A su vez, la estructura primaria puede considerarse como dos cadenas distintas, la primera
formada por el carbono alfa, el grupo amino y el grupo carboxilo, la cual es idéntica para
todos los aminoacidos y se conoce como cadena principal o esqueleto; y la segunda formada
por la cadena lateral y es especifica para cada aminoacido, por tanto la encargada de
diferenciarlos. De acuerdo a sus caracteristicas, las cadenas laterales se pueden clasificar
como: alifaticas, no polares, aromaticas, polares y cargadas. La secuencia de aminoacidos
en una proteina se lee desde su extremo amino hacia su extremo carboxilo, a cada
aminoacido se le ha asignado un cédigo de tres letras que lo identifica, pero con el fin de
ahorrar espacio en la representacion de secuencias de proteinas muy largas, se usa un

codigo de una letra para cada aminoacido (Tabla 1).
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Aminoacidos con cadena lateral alifatica

Alanina (Ala, A) Valina (Val, V) Leucina (Leu, L) Isoleucina (lle, 1)
H,C ﬁ & (|)| HaC |C|) H3CM
NH2 NH2 3 2 2

Aminoécidos con cadena lateral no polar

Glicina (Gly, G) Prolina (Pro, P) Cisteina (Cys, C) Metionina (Met, M)

O
|

e) O 0
u [ s
HN Hs/\ﬁOH HyC OH
2N Son <j/\oH NH,
NH,

Aminoacidos con cadena lateral aromatica

Histidina (His, H) Fenilalanina (Phe, F) Tirosina (Tyr, Y) Triptéfano (Trp, W)
O 0 o
\ I | | i
% OH OH OH OH
< | NH, L0 W
N NH2 NH2 HO NH 2
H
Aminoacidos con cadena lateral polar
Asparagina (Asp, N) Glutamina (GIn, Q) Serina (Ser, S) Treonina (Thr, T)
o) NH, o) O CH; O
HoN I ? I I I
Y oW o OH HO™ ™" OH HO OH
@) NH NH
2 2
NH2 NH2
Aminoécidos con cadena lateral cargada
Lisina (Lys, K) Arginina (Arg, R) Acido aspartico (Asp, D)  Acido glutamico (Glu, E)
H,N ﬁ /’\['2 ‘c‘) HO |C|) ﬁ |c|)
2NN N 0H HNT TN T o WOH HOWOH
NH,, NH, 0O NH, NH,

Tabla 1. Estructuras de los aminoacidos constituyentes de las proteinas. Organizados segun

las propiedades de su cadena lateral, en paréntesis los cédigos de tres y una letras de cada uno (23]
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A excepciéon del aminoacido mas pequefio, la glicina, que en lugar de una cadena lateral
lleva otro atomo de hidrégeno, los otros 19 aminoacidos poseen cuatro sustituyentes
diferentes, lo que significa que su carbono alfa es un centro quiral, por lo que pueden
presentarse dos enantiomeros: D y L; sin embargo los procesos de sintesis biolégica de

proteinas generan solo proteinas constituidas exclusivamente por L-aminoacidos (Figura 2).

Plano especular

L-aminodacido

Figura 2. Formas enantioméricas de los a-aminoacidos. El centro

quiral es en cada caso el carbono a 2.

Los aminoacidos que conforman una proteina se mantienen unidos por medio de la
formacion de enlaces peptidicos, en ellos el grupo amino de un aminoécido reacciona con el
grupo carboxilo de otro. Esta reaccion es descrita como una condensacion, resultando en la

eliminacion de una molécula de agua (Figura 3).

CHs

Ho,N— CH;—COOH + NH,— CH—COOH

> H,0O
CH3
|
H;N—CH,—CO—NH—CH—COOH
Figura 3. Formacién del enlace peptidico entre dos aminoacidos

(glicina y alanina) .
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1.2. Estructura secundaria

La estructura primaria conduce a la estructura secundaria, la cual se refiere a la
conformacién local o relacidn espacial que existe entre aminoacidos que se encuentran
cercanos en la estructura primaria. Las unidades basicas de la estructura secundaria son: las
hélices alfa, las hebras beta y los giros (o vueltas de horquilla); el resto de las unidades de
estructura secundaria conocida son variaciones de estos tres tipos. Todas las unidades de
estructura secundaria mencionada se generan por la formacion de puentes de hidrogeno

entre los distintos grupos carboxilo y amino de residuos diferentes 222,

1.2.1. Hélice alfa

La hélice alfa es una estructura de forma helicoidal que se genera por la torsion uniforme de
la cadena polipeptidica. Esta hélice es dextrogira: gira en el sentido de las manecillas del
reloj si se mira a lo largo de su eje en direccion carboxilo terminal-amino terminal. Los
puentes de hidrégeno entre pares de residuos estan distanciados entre si por tres residuos y
su repeticion es periddica a lo largo de toda la hélice, las cadenas laterales se orientan hacia

el exterior de la hélice (Figura 4).

P

\ O )
Y. 57y
' \ O\ Cigrii- 8 a

; Qoo il . -
e ¢/ A © Yo
S Dt V-7 Oeeer e
= o= G\
Figura 4. Representacion de una hélice alfa. Se muestran todos los a&tomos de la cadena principal (carbono alfa:

blanco, oxigeno: rojos, nitrégeno: azul), las cadenas laterales son representadas por esferas moradas 2.
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1.2.2. Hoja beta plegada

Las hojas beta plegadas son unidades de estructura secundaria formadas por varias hebras
beta. En estas estructuras, a diferencia de la hélice alfa, no interaccionan segmentos
continuos de una sola cadena polipeptidica, sino diferentes combinaciones de secciones no
necesariamente inmediatas una a la otra y que pueden o no pertenecer a la misma cadena
polipeptidica. Las hebras beta estan dispuestas una junto a la otra de tal manera que se
pueden formar puentes de hidrogeno entre los grupos carboxilo de una hebra y los grupos

amino de otra %%,

Las dos hebras que interaccionan pueden ser paralelas (en el mismo sentido) o antiparalelas
(en sentidos opuestos). Ambas cadenas se pliegan en forma de acorde6n y las cadenas

laterales se posicionan de forma alterna por encima y por debajo de la hoja beta (Figura 5).

Figura 5. Representacion de una hoja beta plegada de dos hebras. Cédigo

de colores como en la figura 4 2,

18



1.2.3. Giros (vueltas de horquilla)

Las vueltas de horquilla son el tercer elemento clasico de estructura secundaria, estos se
encargan de conectar entre si los otros elementos de estructura secundaria. Los giros mas
comunes son los beta, que son aquellos que unen dos hebras en una hoja beta plegada.
Existen diversos tipos de giros beta, los mas frecuentes son los “tipo I” y “tipo II”, cada uno de
ellos contiene 4 residuos que se estabilizan por la formacion de un puente de hidrogeno entre
los grupos carboxilo y amino de los residuos 1 y 4 respectivamente, mientras que los

residuos 2 y 3 varian en su conformacion, lo que da origen a los distintos tipos de giro (Figura

6) [20-22]

gire beta tipo | gire beta tipo |l

Figura 6. Representacion de 2 tipos de giros beta. Codigo de colores

como en la figura 4 .
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1.3. Estructura terciaria

La estructura terciaria representa la secuencia completa de aminoacidos totalmente plegada,
se define como el arreglo espacial de los aminoacidos que se encuentran ampliamente
separados en la estructura primaria, o de manera mas concisa, como la topologia total

formada por la cadena polipeptidica.

La formaciéon de estructura terciaria estable depende de las interacciones que se presentan
en la molécula, las cuales difieren tanto en fuerza como en frecuencia de ocurrencia.
Ejemplos de estas interacciones son los puentes disulfuro, el efecto hidrofébico,

interacciones coulombicas, puentes de hidrégeno e interacciones de Van der Waals 2°%3,

1.4. Estructura cuaternaria

Muchas proteinas contienen mas de una cadena polipeptidica. La interaccién entre estas
cadenas es lo que da origen a la estructura cuaternaria. Las interacciones que propician la
formacion de estructura cuaternaria en una proteina son exactamente las mismas que
originan la estructura terciaria, con la excepcién de que estas ocurren entre dos 0 mas

cadenas polipeptidicas.

2. Interacciones que estabilizan la estructura de las proteinas

Como se menciono anteriormente, existen diversos tipos de interaccion que se encargan de
estabilizar las estructuras terciaria y cuaternaria de las proteinas, a continuacion se describen

brevemente cada una de estas interacciones 129,
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2.1. Puentes disulfuro

Los puentes disulfuro dictan el plegado de las proteinas por formacion de fuertes enlaces
covalentes entre los atomos de azufre de las cadenas laterales de cisteinas que se
encuentren a mas de cinco aminoacidos de separacion. Un puente de este estilo no se
puede formar entre residuos consecutivos, comunmente los residuos de cisteinas se
encuentran separados por al menos 5 residuos. Estos enlaces pueden romperse a alta

temperatura, pH acido o en presencia de agentes reductores.

2.2. El efecto hidrofébico

La escasa solubilidad de las moléculas no polares en agua provoca que, en un ambiente
acuoso, las interacciones de este tipo de moléculas entre si se magnifiquen. Como la
mayoria de las proteinas se encuentran en un ambiente de este estilo, ocurre la formacién de
aglomerados de aminoacidos con cadena lateral no polar, entre los cuales el agua queda
excluida, dejando en claro que este efecto contribuye significativamente al total de las

interacciones intramoleculares presentes en una proteina 2%,

2.3. Interacciones coulombicas

Este tipo de interacciones se dan entre aminoacidos con cadenas laterales cargadas, asi
como los grupos amino (NH3 +) y carboxilo (COO -) terminales de las cadenas polipeptidicas,
y se describen en base a la ley de Coulomb. Como resultado los aminoacidos con cadenas
laterales cargadas se encuentran normalmente en la superficie de las proteinas estabilizando
la estructura, y su interaccion con aminoacidos vecinos se debilita por la presencia de las

moléculas de agua con un efecto de apantallamiento %3,
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2.4. Interacciones de Van der Waals

Existen fuerzas de Van der Waals tanto atractivas como repulsivas que controlan las
interacciones entre atomos sin carga y no enlazados entre si. Estas fuerzas provienen de la
induccion de dipolos en la molécula debido a la fluctuacion de las densidades de carga entre
los atomos. Las interacciones englobadas en este efecto y ordenadas de mayor a menor
fuerza, son: la interaccion entre dipolos permanentes, la interaccion entre dipolos temporales

y las fuerzas de dispersién de London 223,

2.5. Puentes de hidrégeno

Los puentes de hidrégeno contribuyen significativamente a la estabilidad de las hélices alfa 'y
a la interaccién de las hebras beta para la formacién de hojas beta. Como resultado de
ambos fenémenos, el puente de hidrégeno contribuye significativamente a la estabilidad total
de la estructura terciaria de una proteina. La mayor parte de estas interacciones esta dada
por puentes de hidrégeno formados entre los grupos NH y CO de distintos enlaces peptidicos
en la cadena principal, aunque también pueden existir puentes de hidrégeno entre las
cadenas laterales de distintos aminoacidos, o entre la cadena principal de la proteina y las

cadenas laterales de algunos residuos.

En todos los casos, un puente de hidrogeno involucra un atomo donador y un atomo aceptor,
especificamente en el caso de los puentes de hidrégeno entre la cadena principal de una
proteina, el &tomo donador es el nitrégeno del grupo NH, mientras que el &tomo receptor es

el atomo de oxigeno del grupo CO.

Un estudio mas detallado de la geometria del puente de hidrégeno puede ser encontrado en

el trabajo realizado por Baker and Hubbard ¥, en el que describen que la distancia entre el
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atomo de hidrégeno y el atomo aceptor de los puentes de hidrégeno en proteinas oscila entre
1.6 y 2.5 Angstroms, mientras que el angulo formado por el triplete donador-hidrégeno-

aceptor raramente se encuentra por debajo de 120°.

3. Plegamiento de proteinas

Una gran cantidad de proteinas poseen un plegamiento espontaneo in vitro, confirmando la
idea propuesta por Anfinsen %, que propone que la secuencia lineal de aminoacidos en una
cadena polipeptidica contiene toda la informacidn necesaria para dictar la estructura
tridimensional de las proteinas. A pesar de que el plegado de proteinas se ha estudiado
ampliamente por mas de 50 afios, la explicacion de como ocurre este proceso sigue siendo
uno de los mayores problemas en biologia. Por otra parte, se sabe que en la célula, una gran
proporcion de proteinas, al ser sintetizadas, requieren de la ayuda de chaperonas

moleculares para alcanzar su estructura nativa eficientemente.

3.1. Plegamiento in vitro

Para las proteinas conformadas por mas de 100 aminoacidos (aproximadamente el 90% de
las proteinas en una célula), se considera casi por regla, que alcanzan su conformacion
nativa pasando por distintos intermediarios de plegado, debido a la mayor tendencia que
poseen para colapsar rapidamente en disoluciones acuosas y formar conformaciones
compactas no-nativas. Sin embargo, se ha demostrado que incluso proteinas pequefias
deben pasar a través de intermediarios estructurales en su camino hacia la conformacion

nativa 22,

Dichos intermediarios representan conformaciones no plegadas pero
cinéticamente estables que requieren reorganizarse antes de alcanzar la conformacion nativa.

Desde la perspectiva de la teoria del paisaje energético del plegado, las proteinas tienen un
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paisaje en forma de embudo, dirigido hacia la conformacion nativa, la cual, de acuerdo con la
hip6tesis de Anfinsen ™ corresponde a la conformacién de menor energia libre ?"?8 (Figura
7). La presencia de estos intermediarios cinéticamente estables explica la rugosidad del

embudo de plegado.

R Estados no plegados

Energia 1A |
a VAL Ro—

[y = { o, (I
2 L/ | !\
W L 7 4 |
|

| |

- L/
Intermediarios | / K o

de plegado - Estados
. parcialmente
Estado plegados
v nativo

Contactos inframoleculares

Figura 7. Representacion esquemaética del embudo de plegado ¥

3.2. Plegamiento in vivo

En la célula, la formacion de intermediarios de plegado se dificulta debido a la gran cantidad
de moléculas presentes en el medio, cuya concentracion es aproximadamente 350 g/L, lo
cual promueve las interacciones entre distintas macromoléculas que conllevarian a la
formacion de agregados entre ellas. Adicionalmente, el proceso de traduccion de una
proteina incrementa por si mismo la probabilidad de un mal plegamiento debido a que
cadenas polipeptidicas incompletas no pueden formar los intermediarios estables para

alcanzar la conformacion nativa de la proteina completa, por lo tanto, seria necesario que se
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sintetizara toda la proteina, o al menos una subunidad completa, antes de empezar el

proceso de plegado.

Es en este punto que intervienen las chaperonas moleculares, que son proteinas que
interactian de manera paralela al proceso de traduccion de una proteina con la finalidad de
inhibir su plegamiento prematuro. Cabe resaltar que este tipo de proteinas no interactian
aportando informacién al proceso de plegado, simplemente contribuyen a la optimizaciéon de
dicho proceso. Por otro lado, algunas proteinas poseen bajas eficiencias intrinsecas de
plegado y esencialmente no pueden plegarse en ausencia de chaperonas debido a que no

pueden alcanzar la energia suficiente para modificar una conformacion cinéticamente estable

[27,28]

3.3. Importancia de la prediccion del plegado de proteinas

Conocer la estructura terciaria de una proteina es importante para entender diversos
aspectos de su funcién y poder emplear dicho conocimiento en el disefio de nuevos farmacos
(121 Sin embargo, en la base de datos de UniProt se tienen almacenadas mas de 48 millones
de secuencias de aminoacidos de proteinas !, de las cuales, sélo alrededor de 95 mil
poseen una estructura terciaria descrita y almacenada en la base de datos del PDB . Por lo
tanto, la prediccién de la estructura terciaria de una proteina en base a su secuencia de
aminoacidos es uno de los problemas actuales mas retadores, y su resolucion entra en el

campo de la biologia molecular computacional 5.
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4. Métodos empleados en la prediccion del plegado de proteinas

Los métodos empleados en la prediccion de la estructura terciaria de proteinas con base a su
secuencia de aminoacidos se pueden clasificar en tres categorias °: modelado comparativo,

reconocimiento del plegado y métodos ab initio; estos se describen a continuacion.

4.1. Modelado comparativo

De los datos experimentales disponibles se ha observado que proteinas con secuencias
similares de aminodcidos tienden a adoptar estructuras terciarias similares. Es por ello que la
manera mas sencilla de predecir la estructura terciaria de una proteina es construyendo una
estructura en base a proteinas conocidas que compartan gran parte de la secuencia con la
proteina de estudio. En muchos de estos casos las proteinas de comparacion pertenecen a
la misma familia bioldgica que la proteina de estudio, por lo cual este tipo de métodos es

conocido también como modelado por homologia .

4.2. Reconocimiento del plegado

De todas las proteinas con secuencia conocida, solo del 10 al 20% se pueden modelar por
homologia, para el resto es necesario recurrir a otros métodos. El reconocimiento del
plegado se basa en la suposicion de que el nimero de pliegues existentes en las proteinas
se limita a alrededor de 1000 % y la meta de estos métodos es reconocer cual de estos
plegados corresponde a la estructura nativa de la proteina en cuestion, basandose en las

tendencias de ciertos aminoacidos para formar determinadas estructuras secundarias ..

4.3. Métodos ab initio

A pesar de los grandes esfuerzos realizados, cuando se emplean los métodos ya

mencionados, existe un gran numero de secuencias de proteinas cuya estructura terciaria no
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se ha podido modelar adecuadamente. Es por ello que el uso de métodos ab initio se vuelve
indispensable. Estos métodos consisten en explorar el espacio conformacional de una
proteina hasta encontrar el estado con la menor energia libre. Todos los métodos ab initio

poseen tres componentes esenciales B%:

e Una forma de modelar a las proteinas: la cual puede ir desde la descripcion detallada
de cada atomo hasta modelos més simplificados donde un aminoacido completo se

considera como una sola particula.

e Un método de busqueda en el espacio conformacional: es un problema combinatorio,

se puede emplear cualquier algoritmo Gtil en la resolucion de este tipo de problemas

[31]

e Una funcion que asigne un valor de energia a cada estado conformacional: es una
funcion algebraica que sirve como punto de comparacion para detectar el estado de

o [14-17]

menor energia libr . Dentro de estas funciones se encuentran los campos de

fuerza y los PBC o potenciales estadisticos 8,

4.3.1. Campos de fuerza

Son funciones de energia que describen las interacciones entre todos los componentes de
un sistema molecular en términos de mecanica molecular, que contiene paradmetros de
acuerdo a los tipos de enlace, longitudes de enlace, angulos de enlace, angulos diedros,
cargas y otras interacciones electrostaticas **”. En general este tipo de funciones son las
gue mejor describen las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, pero también

corresponden a los calculos mas tardados.
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4.3.2. Potenciales estadisticos

Son funciones energéticas derivadas de bases de datos de estructuras tridimensionales de

proteinas conocidas . Existe una gran variedad de funciones de este estilo, en seguida se

mencionan brevemente algunos que han contribuido de manera importante al desarrollo de

esta area:

La aproximacién cuasi-quimica de Miyazawa y Jernigan &2

que representa a cada
residuo por el centroide de su cadena lateral y asigna una energia para cada contacto
entre aminoacidos cercanos que no sean vecinos en secuencia, suponiendo que las
proteinas son un sistema canoénico que sigue la distribucion de Boltzmann y que se

encuentran en un estado de cuasi-equilibrio quimico. Este tipo de potencial tiene una

capacidad predictiva del 70%.

El potencial de fuerza media de Sippl 1!

que genera una funcion de energia para cada
contacto entre pares de aminoacidos en base a las distancias entre todos los atomos

presentes en dicho contacto. Este potencial tiene una capacidad predictiva del 80%.

Los potenciales de cuatro cuerpos, inicialmente calculados por Krishnamoorthy y

Tropsha 2%, superan a los de dos cuerpos en su poder predictivo, alcanzando un 90%.

(35]

El potencial de cuatro cuerpos basado en Beta-Complex *>, que usa la teoria de Beta-

Shape y la cuasi-triangulacion, con una capacidad predictiva del 95%.
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lll. Planteamiento del problema

La estructura terciaria de una proteina es determinante para su funcion biolégica. El entender
los factores que intervienen en este proceso es de suma importancia en farmacologia. Sin
embargo, se conoce la estructura terciaria de un nuamero pequefio de proteinas en
comparacion con la cantidad de secuencias que se han reportado. Para coadyuvar en esta
tarea es necesario el desarrollo de una herramienta que ayude en la prediccion de dichas
estructuras. Dado que los puentes de hidrogeno son una de las interacciones mas
importantes en la estabilizacién de la estructura terciaria de las proteinas, el presente trabajo
se basa en el desarrollo de un potencial estadistico basado en la geometria del puente de
hidrogeno para la identificacion de la estructura nativa de estas, y que de resultar util, puede
ser empleado como funcién evaluadora para el desarrollo de algoritmos de prediccion de
estructura terciaria de proteinas que a su vez pueden servir como herramienta para la

sintesis racional de farmacos.

¢Un potencial estadistico basado en la geometria del puente de hidrégeno en proteinas sera
suficiente para reconocer la estructura nativa de estas en un conjunto de diferentes

conférmeros con la misma secuencia primaria?
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IV. Hipoétesis
Un potencial estadistico basado en la geometria del puente de hidrégeno en proteinas es
suficiente para reconocer la estructura nativa de estas en un conjunto de diferentes

estructuras con la misma secuencia primaria, conocidas como sefiuelos.
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V. Objetivos

1. Objetivo general

e Desarrollar un potencial estadistico para la identificacion de la estructura nativa de las

proteinas, basado en la geometria del puente de hidrégeno en estas.

2. Objetivos particulares

e Llevar a cabo la revision bibliografica pertinente para el desarrollo adecuado del

potencial estadistico.

e Desarrollar los programas computacionales para el manejo de la informacion

estructural de las proteinas, necesarios para el desarrollo del potencial estadistico.

e Probar el potencial desarrollado en 76 grupos de conférmeros de distintas proteinas.
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VI. Desarrollo experimental

1. Material y métodos

1.1. Archivos PDB

Son un tipo de archivos en los cuales se almacena la informacion estructural de las proteinas
en el Protein Data Bank, normalmente estos datos provienen de estudios de difraccion de
rayos X o de resonancia magnética nuclear. Este tipo de archivos contiene las posiciones en
el espacio de la mayoria de los atomos que constituyen una proteina, también contiene
informacion acerca de la estructura primaria de la proteina, el método usado en la

determinacién de su estructura, el organismo del cual proviene, entre otras ?” (Figura 8).

1.2. Lenguaje Python

Todos los programas empleados en el desarrollo del potencial estadistico fueron
programados en lenguaje Python. Este es un lenguaje de programacion interpretado,
orientado a objetos y dinamico. Se considera a Python un lenguaje multiparadigma ya que en
este lenguaje se pueden mezclar la programacion imperativa, la programacién funcional y la
programacion orientada a objetos. Python tiene una sintaxis muy limpia que favorece un
cbdigo legible, ademas esta disponible en multitud de plataformas (UNIX, Solaris, Linux, DOS,
Windows, OS/2, Mac OS, etc.). Las caracteristicas de Python permiten una programacion
modular, en la que cada médulo es un programa independiente que realiza una tarea

especifica ¢,
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1.3. AMBER

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) es el nombre colectivo de un
conjunto de programas que permiten realizar y analizar simulaciones de dinamica molecular,
particularmente para las proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos. Dentro de sus diversas
funciones existe una llamada “protonate”, que se encarga de afiadir hidrogenos a todos los
atomos pesados en un archivo PDB®’). Esta funcién de la versién 9 de AMBER se utilizé en

la adicion de hidrogenos a los archivos PDB empleados para la construccién del potencial.

1.4. El conjunto de conférmeros

El desarrollo y evaluacion de nuevas funciones de energia es critico para el correcto
modelado de las propiedades de macromoléculas biolégicas Es por ello que las pruebas de
discriminacion de conférmeros, también llamados sefiuelos, se ha convertido en un enfoque
ampliamente usado para probar y validar funciones de energia *®*. Los grupos de sefiuelos
usados para probar el potencial desarrollado en este trabajo fueron los 20 generados por

John y Sali “?'y los 56 generados por I-TASSER “Y,
1.4.1. Sefiuelos de John y Sali (MOULDER)

Estos conjuntos de sefiuelos surgen de la seleccion de 20 secuencias de proteinas de entre
51 y 568 residuos, y con baja relacion entre si, para las cuales se construyeron 300 modelos
por homologia, considerando Unicamente las posiciones de los &tomos pesados y usando
como plantilla para su creacién la estructura mas cercana a la proteina en cuestion. Estos

modelos poseen al menos 5 residuos alineados de manera distinta.
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Tabla 2. Proteinas usadas como sefiuelos por John y Sali. Representacion de su estructura en

forma de listones, obtenidas mediante el software BetaMol [42]

1.4.2. Sefiuelos de I-TASSER

Estos conjuntos de sefiuelos surgen en base a 56 subunidades de proteinas no homadlogas,

para las cuales se disefid la estructura del esqueleto por modelado ab initio y se generaron

entre 12500 y 13200 modelos mediante simulaciones de mecanica molecular a baja

temperatura. De entre todas las estructuras se seleccionaron por agrupamiento iterativo entre

300 y 500 conférmeros.

labv laf7 1ah9 laoy
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Tabla 3. Estructura de las proteinas usadas como sefiuelos por I-TASSER. Representacion de
su estructura en forma de listones, obtenidas mediante el software BetaMol *?

2. Metodologia

Se selecciond una muestra de estructuras de proteinas del Protein Data Bank de acuerdo a

las siguientes caracteristicas:

+ Resueltas a través de difraccion de rayos X.
« Resolucion de la muestra de 2 A o menos.

» Factor de refinamiento menor a 3.0

+ Identidad de secuencia méaxima del 30%.

* Sin residuos modificados

Dadas estas especificaciones, se descargd una muestra de 2635 estructuras, las cuales
posteriormente se sometieron a la funcion “protonate” de AMBER con la finalidad de afiadir
los atomos de hidrégeno a la estructura. Después de esto, se eliminaron 557 estructuras que
no se procesaron correctamente, debido principalmente a la ausencia de las posiciones de

varios residuos en el archivo PDB.
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Para cada una de las 2078 estructuras completas se realizé el conteo de los puentes de
hidrégeno formados por el esqueleto de las proteinas con base a dos parametros: el &ngulo

donador-hidrogeno-aceptor (D-H-A) y la distancia hidrégeno-aceptor (H-A).

Pt

-

)

Figura 9. Representacion de la parametrizacién elegida para
caracterizar el puente de hidrégeno. D: donador (Nitr6geno), H:

hidrégeno, A: Aceptor (Oxigeno)

La distancia H-A (&) se consider6 entre 1.6 y 2.5 Angstroms, divididos para su conteo de
frecuencias en 9 intervalos iguales. El angulo D-H-A () se consideré para dos intervalos
distintos, generando asi dos potenciales, en el primer caso de 120 a 180 grados, cuyo
potencial serd identificado como PH1, y en el segundo de 90 a 180 grados, identificado como
PH2; dichos intervalos fueron divididos para su conteo de frecuencias en 60 y 90 intervalos

iguales, respectivamente.
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La asignacién de una energia para cada intervalo se realiz6 de una manera analoga a la
distribucion de Boltzmann, siguiendo el principio de Miyazawa y Jernigan, de la siguiente

manera.

Distancia:

Donde Es es la energia asociada a un intervalo de distancia, Ps y P; son las probabilidades de
encontrar un puente de hidrégeno en dicho intervalo, la primera de acuerdo a la muestra y la

segunda considerando una distribucion aleatoria.

Angulo:

Donde Es es la energia asociada a un intervalo de angulo, Ps P; son las probabilidades de
encontrar un puente de hidrégeno en dicho intervalo, la primera de acuerdo a la muestray la

segunda considerando una distribucién aleatoria.
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De esta manera, el potencial definido para la geometria de un puente de hidrégeno formado

por el esqueleto de una proteina (Epy) queda definido como:

EPH :Es-l-Ee

O bien:

PsPoe
Epn = ~In| prpr

Finalmente, se afiadieron los hidrogenos a las estructuras de los conjuntos de sefiuelos de
MOULDER, y tanto en ellas como en los sefiuelos de I-TASSER, se probd el potencial
generado asociando un valor de energia a cada conformero dentro de un grupo de sefiuelos
y determinando la posicion correspondiente a la estructura nativa al ordenar los conférmeros
en orden ascendiente de energias, tomando como una prediccion acertada cuando la

estructura nativa correspondia a la menor energia asociada, o posicibn nimero uno.

Para evaluar la calidad de la prediccibn se empled un estadistico conocido como Z Score.
Dicho estadistico representa el nimero de desviaciones estandar que un valor particular se

aleja de la media de una muestra, en este caso en particular se define como:

En_Em
S

Z Score =
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Donde E,, es el promedio de las energias asignadas a los sefiuelos de un grupo, s es su

desviacién estandar y E,, es la energia asignada a la estructura nativa.

Posteriormente se realiz6 una prueba t de Student para muestras relacionadas con la

finalidad de comparar las medias de los Z Score obtenidos por los dos potenciales.

Por dltimo, se compararon los resultados obtenidos por ambos potenciales con resultados
obtenidos por otros potenciales probados en los mismos grupos de sefiuelos, tales como
DOPE"!, DFIRE®™, Rwplus ™Y, DBNI®?, oPUS-PSP¥ Multi_well*? y DOKB!®, cuyas

bases se describen brevemente a continuacion:

e DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) es un potencial distancia-dependiente
derivado de la unién de las densidades de probabilidad de las coordenadas

cartesianas de los atomos de una proteina y de las distancias entre ellos.

¢ DFIRE (Distance-scaled, Finite Ideal-gas Reference State) es un potencial de pares de
contacto de todos los atomos de una proteina, que usa como estado de referencia una
distribucién uniforme de puntos en una esfera finita, semejante a la distribucion de un

gas ideal en un espacio finito.

e RWplus (Random walk) es un potencial de pares de contacto, dependiente de la
orientaciéon de las cadenas laterales de los residuos que constituyen una proteina, que
usa como estado de referencia una cadena ideal generada por un movimiento

aleatorio.
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DBNI (Delaunay-Based Nonlocal Interactions) es un potencial de pares de contacto
basado en las interacciones entre 167 tipos de atomos, separados entre si por mas de

5 aminoacidos, y determinadas en base a la triangulacion de Delauney.

OPUS-PSP es un potencial de pares de contacto, dependiente de la orientacién de los

aminoacidos en contacto, representados como bloques.

Multi_well es un potencial de pares de contacto entre los atomos presentes en la
estructura secundaria de una proteina que pretende identificar la topologia nativa de

dicha estructura entre todas las posibilidades existentes.

DOKB (Distance and Orientation dependent energy function of amino acid Key Blocks)
es un potencial de pares de contacto, dependiente de la distancia y orientacion de los

aminoacidos en contacto, representados como bloques.
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VIl. Resultados

1. Conteo de puentes de hidrégeno

Bajo los pardametros establecidos para el desarrollo del potencial PH1, fueron contados
484,380 puentes de hidrogeno, en la distribucion de dichos puentes se puede observar una
frecuencia maxima para un angulo N-H-O alrededor de los 159° (Figura 10), y una distancia

H-O alrededor de los 2.0 A (Figura 11).

20000

15000

10000

Frecuencia

5000

0

120 130 140 150 160 170

Angulo donador-hidrégeno-aceptor (grados)
Figura 10. Distribucién de frecuencias del angulo D-H-A en los puentes de

hidrogeno formados por el esqueleto de proteinas para PH1.
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1.6 4.7 18 e 200 24 22 23 24
Distancia hidrégeno-aceptor (A)
Figura 11. Distribucion de frecuencias de la distancia H-A en los puentes de

hidrégeno formados por el esqueleto de proteinas para PH1.

Por otro lado, bajo los pardmetros establecidos en la generacion del potencial PH2, se
obtuvo un conteo total de 512,265 puentes de hidrogeno, siendo evidente que al extender el
angulo N-H-O hasta los 90°, surge la presencia de un maximo local alrededor de los 98°
(Figura 12) y que esos puentes de hidrégeno corresponden principalmente a las distancias

mayores en el intervalo estudiado, generando un maximo local cerca de los 2.4 A (Figura 13).

Frecuencia

90 100 110 120 130 140 150 160 170

Angulo donador-hidrégeno-aceptor (grados)
Figura 12. Distribucion de frecuencias del angulo D-H-A en los puentes de

hidrogeno formados por el esqueleto de proteinas para PH2.
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Distancia hidrégeno-aceptor (A)
Figura 13.Distribucién de frecuencias de la distancia H-A en los puentes de hidrégeno

formados por el esqueleto de proteinas. Gris: PH1. Negro: PH2.

2. Construccion de los potenciales PH1y PH2

La energia asociada a cada intervalo de angulos y distancias se presentan respectivamente
en las figuras 14 y 15 para el potencial PH1 y en las figuras 16 y 17 para el potencial PH2,
observandose, por la naturaleza del potencial, minimos para los angulos y distancias con

frecuencias méximas en el conteo de los puentes de hidrégeno.

Energia (u.a)
1
1

T L T L T ¥ T » T Y T L T
120 130 140 150 160 170 180
Angulo donador-hidrégeno-aceptor (grados)
Figura 14.Componente angular de energia para puentes de hidrégeno formados

por el esqueleto de proteinas para PH1.
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Energia (u.a)

T T 4 T

T
2.0 22 24

T T

T
1.6 1.8
Distancia hidrégeno-aceptor (A)
Figura 15. Componente longitudinal de energia para puentes de hidrégeno

formados por el esqueleto de proteinas para PH1.

Energia (u.a)

-2 & T T T
80 100 120 140

Angulo donador-hidrégeno-aceptor (grados)
Figura 16. Componente angular de energia para puentes de hidrégeno formados

T T
160 180

por el esqueleto de proteinas para PH2.

49



Energia (u.a)

T y T L) T L T L T
1.6 1.8 2.0 22 24
Distancia hidrégeno-aceptor (A)

Figura 17. Componente longitudinal de energia para puentes de hidrégeno

formados por el esqueleto de proteinas para PH2.
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3. Prueba del potencial en los sefiuelos de MOULDER e I-TASSER

En seguida se presentan los resultados obtenidos al probar el potencial generado en los

grupos de sefiuelos de MOULDER (Tabla 4) e I-TASSER (Tabla 5).

PH1 PH2
Proteina Posicion Z Score Posicion Z Score
1bbh 1 -2.74907525 1 -2.5530265
lc2r 1 -3.61485891 1 -3.82313237
lcau 41 -1.18749034 9 -1.83485037
lcew 123 -0.34506331 32 -1.23962819
lcid 195 0.51626809 96 -0.49428928
ldxt 1 -2.39552338 1 -2.20219094
leaf 1 -3.73541196 1 -3.77880232
1gky 1 -7.37009102 1 -7.45661542
llga 1 -3.1614881 1 -2.91995013
lmdc 1 -2.97470612 1 -2.74116719
Imup 71 -0.76670915 38 -1.20736458
lonc 2 -2.66940416 1 -2.75202155
2afn 1 -4.26399888 1 -4.51964841
2cmd 1 -4.94161792 1 -4.54217852
2fbj 1 -4.57343534 1 -4.40707386
2mta 1 -2.61413732 1 -2.83861731
2pna 298 2.16910781 290 1.73669518
2sim 1 -6.96207069 1 -5.85884514
4sbv 265 1.18755385 55 -0.97325987
8ilb 8 -1.78674661 1 -2.24662009
Z Score promedio -2.61194493 -2.83262934
Predicciones acertadas 12/20 14/20
Tabla 4. Evaluacion de los grupos de sefiuelos de MOULDER
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Proteina Posicion Z Score Posicion Z Score
labv 344 0.30523797 249 -0.08762278
laf7 1 -3.60315801 1 -3.63936077
1lah9 384 0.67537897 191 -0.44591902
laoy 2 -2.79544947 2 -3.11725445
1b4b 1 -3.22468729 1 -4.0223333
1b72 1 -4.90663021 1 -5.52232743

1bm8 1 -5.83275499 1 -7.89892943
1bqg9 1 -5.36972688 1 -6.8168403
lcew 25 -1.53791769 1 -2.64521962
lcqk 1 -3.43526075 1 -4.43503288
lcsp 1 -3.96759139 1 -4.58750175
lcy5 1 -4.23195498 1 -4.34117909
ldcj 294 0.08500053 150 -0.55800329
1di2 1 -4.74652154 1 -4.86619158
1dtj 1 -3.06102249 1 -3.44334233
legx 354 2.80968574 353 2.43445335
1fad 139 -0.59340136 86 -0.91422469
1fo5 1 -3.29440444 1 -3.42036595
lglc 1 -4.39011172 1 -5.39355264
1gjx 527 5.74307941 527 5.37210171
1gnu 1 -6.49389257 1 -7.40885479
1gpt 272 0.21813846 171 -0.35188383
lgyv 1 -7.02674855 1 -7.78514056
1lhbk 1 -3.65937255 1 -3.73246587
litp 125 -0.70037111 27 -1.58978507
ljnu 1 -3.19382682 1 -3.86697451
1kjs 134 -0.76079596 210 -0.23933625
1kvi 534 2.04442027 528 1.69023347
1mky 1 -5.48249767 1 -6.16116702
1mla 1 -6.4952989 1 -7.35763892
1mn8 1 -7.08903206 1 -8.02973286
1n0Ou 1 -3.84295038 1 -4.34009467
1ne3 568 5.48915571 568 4,93054728
1no5 1 -4.44133847 1 -5.05493457
1lnps 1 -5.22434153 1 -6.5053715
lo2f 1 -2.86953758 1 -3.50188829
1lof9 509 2.68273649 509 3.12391875
logw 1 -6.80320238 1 -7.78459198
lorg 1 -5.51205321 1 -5.71311724
1pgx 236 -5.77511146 432 -6.84394427
1r69 12 -1.77226912 9 -1.86276312
1sfp 1 -5.98101545 1 -6.85099922
1shf 1 -5.03743164 1 -6.28009683
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1sro 33 -1.49143752 18 -1.75272155
lten 1 -5.83654064 1 -6.49394049
1tfi 6 -2.24740849 2 -3.04691272
1thx 1 -6.32992299 1 -6.79020965
1tif 1 -6.74094449 1 -7.96304933
1tig 1 -5.4232322 1 -5.98595996
lvce 1 -5.18961014 1 -6.50632435
256b 1 -5.62513586 1 -5.63334765
2a0b 1 -5.65071192 1 -5.86198241
2cr7 16 -2.04752223 16 -2.02790022
2f3n 1 -4.16125455 1 -4.57773549
2pcy 1 -3.89055997 1 -5.08778266
2reb 1 -3.93593287 1 -4.33719476
Z Score promedio -3.24117188 -3.8511649
Predicciones acertadas 38/56 39/56
Tabla 5. Evaluacion de los grupos de sefiuelos de I-TASSER

La Tabla 6 muestra el nUumero de predicciones acertadas por distintos potenciales en la
evaluacion de los sefiuelos de MOULDER e I-TASSER. Debido a que la prueba t de Student
para muestras relacionadas demostré que existe una diferencia significativa entre los
potenciales PH1 y PH2, solo se incluyo el potencial PH2 en esta comparacion ya que este

presentd un mayor Z score promedio, asi como un mayor niumero de predicciones acertadas.

Sefiuelos

Potencial MOULDER I-TASSER

DOPE 19 (-3.09) 30 (-2.18)

DFIRE 19 (-2.79) 47 (-3.58)

RWoplus 19 (-3.04) 56 (-5.38)

DBNI 19 (-3.99) 42 (-3.63)
OPUS-PSP 19 (n.d.) 45 (n.d)
Multi_well 19 (n.d.) 16 (n.d)
DOKB 19 (n.d.) 53 (n.d)

PH2 14 (-2.83) 39 (-3.85)

Tabla 6. Desempefio de distintos potenciales en los grupos de sefiuelos MOULDER e I-
TASSER. Entre paréntesis se muestra el Z Score promedio obtenido por cada potencial.
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VIII. Discusién de resultados

El desarrollo de funciones energéticas y campos de fuerza para estudiar el comportamiento
de sistemas moleculares es uno de los objetivos principales en el area de fisicoquimica. La
prediccidn de la estructura nativa de proteinas en base a su secuencia de aminoacidos, la
simulacién del proceso de plegado y el calculo de su estabilidad, se encuentran entre las
metas mas ambiciosas de la investigacion contemporanea en la teoria biomolecular, para asi
entender diversos aspectos de su funcion y poder emplear dicho conocimiento en el disefio

de nuevos farmacos 2 49,

Una de las tareas mas retadoras en la prediccion de la estructura terciaria de proteinas es la
de distinguir la conformacién nativa de una proteina de entre un grupo de sefiuelos con
conformacién similar, encargados de dicha tarea se encuentran los campos de fuerza y los
potenciales basados en el conocimiento, los cuales han tenido diversas aplicaciones en el

disefio de proteinas y el acoplamiento molecular de ellas "€

En el estudio aqui presentado se generaron dos potenciales estadisticos basados en la
geometria del puente de hidrogeno en proteinas y se evalué su desempefio frente a 76

conjuntos de sefiuelos.

En la generacién de los potenciales PH1 y PH2 se encontré6 que la mayor cantidad de
puentes de hidrégeno presentes en la cadena principal de proteinas se encuentra alrededor
de 2.0 A para la distancia H-O y 159° para el angulo N-H-O, valores aproximados a los

241 los cuales son 2.05 A y 155° respectivamente, la ligera

reportados por Baker y Hubbard
diferencia existente puede deberse principalmente al tamafio de la muestra empleada, ya

gue en el texto citado se estudiaron so6lo 15 proteinas diferentes mientras que en el presente
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trabajo se analizaron 2078, esta puede ser también la razén de que en dicho estudio no se
encontrara el maximo local de frecuencias alrededor de los 98° para el &ngulo N-H-O hallado
en la construccion del potencial PH2. Debido a la manera en que los potenciales PH1 y PH2
se construyeron, el comportamiento descrito para las frecuencias angulares y longitudinales
se puede observar de manera inversa en los componentes energéticos correspondientes, es

decir, con la presencia de minimos de energia para los intervalos de frecuencia maxima.

De acuerdo con los resultados obtenidos por la prueba t de Student para muestras
relacionadas se puede establecer, con un 95% de confianza, que el potencial PH2 posee un
mayor poder predictivo en relacion al potencial PH1, con un valor aproximado de 70%, esto
sugiere, con relacion a la construccion de dichos potenciales, que el conteo de puentes de
hidrégeno formados por el esqueleto de proteinas, en el intervalo [90° - 120°], es un factor
importante para la discriminacion de la estructura nativa de una proteina en un conjunto de

sefuelos.

Para evaluar el desempefio del potencial PH2 al ser probado en los sefiuelos de MOULDER
e I-TASSER, se compard con otros potenciales cuya evaluacion en los mismos grupos de
sefiuelos habia sido previamente reportada "14**8l. Comparando el nimero de predicciones
correctas y el Z Score promedio, se puede observar que, para los sefiuelos de MOULDER,
PH2 obtiene el peor resultado, mientras que para los sefiuelos de I-TASSER se supera en el
namero de predicciones correctas Unicamente a los potenciales Multi_well y DOPE pero se
obtiene el segundo mejor valor en cuanto al promedio de los Z Score, solo por debajo de
RWhplus. Este hallazgo es congruente, considerando el hecho de que los potenciales usados
para la comparacion fueron construidos en base a interacciones entre todos los tipos de

atomos presentes en una proteina, los cuales pueden llegar a ser hasta 167 “*!, por lo que el
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nivel de descripcidbn que proporcionan debiera ser mucho mayor que el de un potencial
construido en base a la interaccion de sélo 3 tipos de atomo, que por la naturaleza de su
construccion, solo podria discriminar entre conformeros en base a la cantidad de estructura
secundaria que presenten, pero no podria diferenciar cambios conformacionales en
secciones sin estructura secundaria de una proteina ni modificaciones en las cadenas
laterales de los aminoacidos. Tomando en cuenta estos aspectos, es de resaltar el hecho de
que, a pesar de que PH2 no obtiene el mayor niumero de predicciones correctas, el Z Score
promedio se encuentre solo por debajo del obtenido por RWplus, lo cual refleja que las
estructuras predichas correctamente por PH2 se encuentran ampliamente diferenciadas del

resto de los conférmeros.
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IX. Conclusiones

En el presente trabajo se mostroé que la capacidad de un potencial estadistico basado en dos
descriptores, uno de distancia y otro de direccionalidad, para los puentes de hidrégeno
formados por la cadena principal de proteinas con estructura terciaria conocida, se encuentra
alrededor del 70% para predecir la estructura nativa de una proteina en un conjunto de
sefiuelos. Encontrando que los puentes de hidrégeno con un angulo entre 90° y 120° son un

factor importante para la realizacién de dicha discriminacion.
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X. Propuestas

En el presente trabajo se desarroll6 un potencial estadistico basados en distintos parametros
geométricos de los puentes de hidrogeno formados por la cadena principal de las proteinas,
determinandose que dicho potencial puede predecir la estructura nativa de una proteina en

un conjunto de sefiuelos en el 70% de los casos.

Lo expuesto anteriormente permite pensar que el estudio mas detallado de los puentes de
hidrogeno podria incrementar de manera considerable el poder predictivo del potencial. Para
la realizacion de dicho estudio se propone la consideracion de dos descriptores mas de
direccionalidad, los cuales involucran la medicién de los angulos axial y ecuatorial formados

por un hidrogeno y el plano encontrado en el enlace peptidico.

Por otra parte, la limitaciébn del potencial para distinguir los cambios conformacionales de
residuos no participantes en la formacion de estructura secundaria se podria superar
incluyendo el estudio de otros tipos de atomos participantes en la formacion de puentes de
hidrégeno, lo cual tomaria en consideracion la ocurrencia de estas interacciones entre la
cadena principal y las cadenas laterales de los aminoéacidos, asi como entre cadenas

laterales.
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