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RESUMEN: Recientemente se ha encontrado que Bacillus thuringiensis también esta en la capacidad de sintetizar
proteinas citoliticas en fase exponencial contra eritrocitos, es decir, lisan gldbulos rojos. Dado lo anterior, su funcionalidad
se puede expandir para aplicaciones en salud, en el tratamiento de células cancerigenas, etc. Sin embargo, la estructura
tridimensional de la proteina CytlAb no se ha determinado, luego el objetivo del proyecto era determinar la estructura
terciaria de la proteina por homologia, el conocimiento de esta podria proporcionar informacion acerca del mecanismo de
inserciéon de toxinas en la membrana celular. Para la determinacién experimental de la estructura terciaria de la proteina
citolitica Cyt1Ab producida por Bacillus thuriengiensis subesp. medellin, se us6 el método de modelado por homologia, y
minimizacién, obteniendo asi una estructura terciaria que no posee restricciones de ninguna clase y que es la
conformacién de menor energia.

ABSTRACT: Recently has been found that Bacillus thuringiensis is also able to synthesize Cytolytic proteins in
exponential stage against erythrocytes, that is, kill red globule. Given above, its functionality can be expanded for health
applications, in the treatment of cancer cells, etc. However, tridimensional structure of the Cyt1Ab protein has not been
determined, so the objective of the project was determine the ternary structure of the protein by homology, the knowledge
of this could provide information about the mechanism of membrane-perforating toxins. To determine experimentally the
ternary structure of the Cytoytic protein CytlAb produced by Bacillus thuriengiensis subsp. Medellin, the method of
modeling homology and minimization was used, thus obtaining a ternary structure without restrictions of any kind and this
is lowest energy conformation.

1. INTRODUCCION celular del hospedero luego de ser activadas por
proteasas, posteriormente las proteinas Cyt se unen a

Bacillus thuringiensis es un bacilo esporulado gram-
positivo que posee la capacidad de sintetizar proteinas
insecticidas usadas ampliamente para el control de
pestes en la agricultura o vectores de malaria y fiebre
amarilla. Este bacilo se caracteriza por la produccién
de proteinas parasporales cristalinas (las cuales
contienen d-endotoxinas), en la fase estacionaria.
Ademas, también sintetiza unas proteinas citoliticas
durante la fase exponencial. Las d-endotoxinas son
altamente toxicas y especificas para insectos, es decir,
estas son activadas por proteasas intestinales,
seguidas de una atadura a receptores especificos
sobre el intestino medio. Estas interacciones
promueven su introduccion a la membrana, formando
canales idnicos selectivos por oligomerizacion de
mondémeros de toxinas, por lo que finalmente, estos
insectos mueren y pierden la regulacion de la presion
osmética. (Gutierrez, Alzate, & Orduz, 2001) Dicha
insercion membranal es provocada por una
disminucién en el pH que induce un estado de gloébulo
liquido a una proteina. (Bravoa, Gillb, & Sobero, 2007)

Como se menciond anteriormente, las acciones
primarias de las proteinas Cry (cristalinas) y las Cyt
(citoliticas) son lisar células epiteliales de insectos por
insercién dentro de la membrana objetivo y formacion
de poros. Las toxinas Cyt interactlia directamente con
la membrana lipidica y se insertan dentro de esta, a
diferencia de las toxinas Cry que interactian con
receptores especificos localizados en la superficie

un receptor resultando la formacién de estructuras
oligoméricas de pre-poros. Las toxinas Cyt son activas
contra cepas de dipteros. (Bravoa, Gillb, & Sobero,
2007)

Las proteinas Cyt son proteinas de inclusién
parasporal de Bacillus thuringiensis que presenta
actividad homolitica y tiene similitud de secuencia con
una proteina Cyt conocida. Estas toxinas son
altamente especificas a un insecto objetivo, e
inofensivas para humanos, vertebrados y plantas,
ademas son totalmente biodegradables. (Bravoa, Gillb,
& Sobero, 2007)

Las toxinas Cry y Cyt de Bacillus thuringiensis
pertenecen a la clase de toxinas bacterianas conocidas
como toxinas formadoras de poros que son secretadas
como proteinas solubles en agua. Alli, estas toxinas
experimentan cambios en la conformacion con el
objetivo de insertarse en las membranas celulares de
sus hospederos. Hay dos grupos principales de toxinas
formadoras de poros: las toxinas a-helicoidales y las
toxinas B-barriles (toxinas Cyt). (Bravoa, Gillb, &
Sobero, 2007)

Las identidades de las secuencias primarias entre
diferentes secuencias de genes son la base de la
nomenclatura de las proteinas Cry y Cyt. Las toxinas
Cyt comprenden dos grandes familias de genes
relacionadas (Cytl y Cyt2). Las toxinas Cyt son



también sintetizadas como protoxinas y una pequefia
parte de las terminaciones N y C son removidas para
activar las toxinas. Las estructuras terciarias de varias
proteinas Cry de tres dominios fueron determinadas
por cristalografia de rayos X y por homologia. Todas
estas estructuras muestran un alto grado de similitud
con respecto a la organizacién con tres dominios, lo
cual sugiere un mecanismo de accion similar de la
familia de proteinas Cry de tres dominios. (Bravoa,
Gillb, & Sobero, 2007)

El mecanismo de accion de las toxinas Cyt esta aun
bajo controversia. De acuerdo a una aproximacion, las
dos capas externas de hélices alfa cerradas oscilan
lejos de las laminas beta que se encuentra en contacto
con la membrana, a las Ultimas tres laminas beta se les
permite insertarse dentro de la membrana. Luego,
ocurre la oligomerizacion y la formacion de poros con
barriles beta. Otras aproximaciones dicen que el lado
hidrofilico de las hélices interactia con los residuos de
otros monomeros para formar oligdbmeros. La
arquitectura alfa/beta con una lamina beta rodeada de
dos capas de hélices alfa que representan un pliegue
citolitico. (Cohen, y otros, 2008)

A la fecha, las estructuras de tres proteinas Cry han
sido reportadas. Estas estan compuestas de tres
dominios, ademas de estructuras superiores similares
entre ellas (a pesar de la baja homologia de
aminoécidos), lo anterior sugiere la conservacion de
varios rasgos estructurales entre d-endotoxinas. Uno
de estos dominios por ejemplo, es responsable de la
formacién de canales i6nicos (Gutierrez, Alzate, &
Orduz, 2001).

Un analisis de las relaciones filogenéticas de los
dominios aislados de los miembros de la familia Cry de
tres dominios revela interesantes rasgos similares
considerando la creacién de diversidad en esta familia
de proteinas. Los dominios | y Il han coevolucionado.
El analisis de las secuencias del dominio lll, revela una
topologia diferente debido al hecho de que diferentes
toxinas intercambian dominios lll. Algunas toxinas con
especificidad dual, son claros ejemplos de este
intercambio. La evolucién independiente de los tres
dominios estructurales y el intercambio del dominio Il
entre diferentes toxinas genera proteinas con similar
mecanismo de accién pero con muy diferentes
especificidades. (Bravoa, Gillb, & Sobero, 2007)

1.1 Modelado por homologia

Es una técnica para predecir la estructura de una
proteina, también llamada modelado comparativo. Esta
es una clase de métodos para construir un modelo de
resolucién atémica de una proteina a partir de su
secuencia de aminoacidos objetivo. La técnica de
modelado por homologia depende de la identificacion
de una o més estructuras de proteinas conocidas,
llamadas patron, molde o plantilla, que puedan
parecerse a la secuencia objetivo, para producir una

alineacion del mapa de residuos entre la secuencia
objetivo y la secuencia patron. La alineacién de
secuencias y la estructura patrébn son usadas para
producir un modelo estructural de la estructura objetivo.
Debido a que las estructuras de proteinas son mas
conservadas que la secuencias de proteinas, los
niveles detectables de similitud en las secuencias
usualmente implican una similitud estructural
significativa. (Wikipedia)

La calidad del modelo por homologia es dependiente
de la calidad de la alineacion de las secuencias y de la
estructura patron. Este enfoque puede ser complicado
por la presencia de vacios de alineacién que indican la
existencia de una regién estructural en el objetivo pero
no en el patrén, y esto a su vez se deriva de una pobre
resolucion en el procedimiento experimental (por lo
general cristalografia de rayos X) utilizada para
resolver la estructura. Hay una disminucién de la
calidad del modelo con una disminucion de identidad
entre la secuencia. Sin embargo, los errores son
significativamente mas altos en las regiones de curvas,
donde las secuencias de aminoacidos de proteinas del
objetivo y el patrén pueden ser completamente
diferentes. (Wikipedia)

Regiones del modelo que se construyeron sin una
estructura patrén, por lo general, por el modelado de
curvas, generalmente son mucho menos precisos que
los del resto del modelo, particularmente si las curvas
son largas. Errores en el acopladode la cadena
lateraly su posicion también aumenta con la
disminucién de la identidad, es decir, que las
variaciones en las configuraciones de acoplado se han
sugerido como una razén importante para la pobre
calidad del modelo a baja identidad. En conjunto, estos
errores de posicionamiento atémico son importantes e
impiden el uso de modelos por homologia con fines
gue requieren datos de resolucién atdémica, tales
como el disefio de farmacosyla prediccion de la
interaccién proteina-proteina e incluso la estructura
cuaternaria de una proteina puede ser dificil de
predecir a partir de estos modelos estructurales de sus
subunidades. Sin embargo, los modelos por homologia
pueden ser utiles para llegar a
conclusiones cualitativas sobre la bioquimica de la
secuencia objetivo, especialmente en la formulacion de
hipotesis acerca de por qué determinados residuos se
conservan, y que a su vez puede conducir a
experimentos para probar estas hipétesis. Por ejemplo,
la disposicion espacial de los residuos conservados
puede sugerir si un residuo particular se conserva para
estabilizar el plegamiento al participar en algunas
uniones en ciertas moléculas pequefias, o al fomentar
la asociacibn con otra proteina o acido nucléico.
(Wikipedia)

El modelado por homologia puede producir modelos
estructurales de alta calidad cuando el objetivo y la
estructura patron estan estrechamente
relacionadas. Las imprecisiones mayores del modelado
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por homologia, empeoran con la identidad baja de las
secuencias, derivadas de errores en la alineacion
inicial de la secuencia y de la inadecuada seleccién de
la estructura patrén. (Wikipedia)

El método de modelado por homologia es basado en
las observaciones de que la estructura terciaria de una
proteina es mejor conservada que la secuencia de
aminodcidos. De esta manera, todas las proteinas que
han divergido en secuencias pero adn comparten
similitudes detectables puede que aln compartan
propiedades estructurales, especialmente el ndmero
total de pliegues. Debido a que es dificil obtener
experimentalmente estructuras de métodos tales como
cristalografia de rayos X y NMR para todas las
proteinas de interés, el método de modelado por
homologia puede proporcionar unos utiles modelos
estructurales para generar hipo6tesis acerca de las
funciones de la proteina y para realizar un mayor
trabajo experimental. (Wikipedia)

1.1.1 Pasos en la produccion del modelo

En el proceso de determinar un modelo mediante
Homologia se pueden tomar como base 4 pasos:

i. Selecciéon del molde o patréon con el cual se
planea realizar la comparacion.
ii. Alineamiento entre el patrén y el objetivo.
iii. Construccion del modelo.
iv. Evaluacion del modelo.

Por lo general la seleccion del patrén con el cual se va
a comparar y el alineamiento de este con el objetivo se
realizan al mismo tiempo debido a que los métodos
utilizados de forma frecuente se apoyan en la
produccion de alineamiento de la secuencia, sin
embargo esos alineamientos puede que no sean cien
por ciento confiables ya que al realizar una basqueda
en las bases de datos se busca optimizar tiempo y no
calidad en los alineamientos. Estos procedimientos se
pueden realizar de forma iterativa para mejorar el
modelo final. (Wikipedia)

1.1.2 Seleccién del patrén y Alineamiento de la
Secuencia

Uno de los pasos mas importantes para la
determinacion de un modelo mediante homologia es la
seleccion del mejor patron estructural. El método mas
simple de identificacion se basa en la identificacién en
serie de parejas de alineamientos secuenciales usando
la ayuda de técnicas de busqueda en bases de datos
como lo son el método FASTA el cual utiliza un método
de alineamiento de secuencias locales y BLAST el
cual utiliza el mismo método pero este solo proporciona
patrones con un cierto nimero de coincidencias entre
el patrén y el objetivo. Otra técnica que se puede
utilizar para la obtencion del patrén es el Trenzado de
Proteinas el cual utiliza el reconocimiento de pliegues.
Existen situaciones que pueden llevar a que se escoja

un patron que tenga una funcién similar a la de la
secuencia de consulta o objetivo. Un acercamiento
mejor se logra al enviar la secuencia primaria a
servidores de reconocimiento de pliegues. (Wikipedia)

1.1.3 Generacion del Modelo

Dado un modelo y una alineacién, se puede usar esta
informacion para generar un modelo estructural
tridimensional del objetivo, representado como un
conjunto de coordenadas cartesianas para cada parte
de la proteina. Existen tres clases de métodos para la
generacion de modelos. (Wikipedia)

i. Ensamblaje de Fragmentos

El método original para el modelaje de proteinas
mediante homologia se basa en el ensamblaje del
un modelo completo de fragmentos estructurales
conservados e identificados que  estan
relacionados de forma cercana con estructuras ya
encontradas. Las proteinas sin desarrollar se
pueden modelar realizando primero una
construccion del ndcleo con los fragmentos
conocidos y después sustituyendo las regiones
variables por la de otras proteinas ya resueltas.
(Wikipedia)

ii. Asociacion de Segmentos

El método de asociacién de segmentos divide el
objetivo en una serie de segmentos cortos y cada
uno de estos es asociado con su patrén obtenido
de la base de datos de proteinas. El Unico
problema que puede tener es que el alineamiento
se realiza sobre los segmentos y no sobre la
proteina completa. La seleccion del patréon para
cada segmento se basa en: similitud en la
secuencia de aminoacidos, comparacion de
coordenadas de los carbones a y predicciones de
conflictos estéricos generados por los radios de
Van der Waals de los 4&tomos divergentes entre el
objetivo y el patrén. (Wikipedia)

iii. Satisfaccion de Restricciones Espaciales

El método actual mas comun para hallar el modelo
mediante homologia se inspira en datos de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
Los alineamientos entre el patrén y el objetivo se
construyen generalmente con un conjunto de
criterios geométricos que luego se usan para hallar
funciones de densidad de probabilidad para cada
restricciébn. Las restricciones aplicadas a las
principales coordenadas internas de la proteina
sirven como base para la optimizacion del
procedimiento, el cual también mediante la
minimizacion del gradiente de energia refina las
posiciones de los atomos pesados en la proteina.
(Wikipedia)
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1.1.4 Modelaje de Bucles

Regiones de la secuencia de la proteina la cual se
quiere modelar y no tienen un patrén con el cual
hacerlo, se modelan mediante el modelaje de bucles;
estas regiones son mas propensas a errores de
modelaje y estos ocurren con mayor frecuencia cuando
el objetivo y el patrén tienen poca igualdad en sus
secuencias. Las coordenadas de secciones sin acoplar
determinadas mediante este método son generalmente
menos certeras que esas obtenidas de una estructura
ya conocida, especialmente si el bucle tiene mas de 10
residuos. Los primeros dos angulos diédricos
consecutivos (&, y &) pueden ser estimados entre 30°
para un esqueleto estructural acertado. Pequefios
errores en &; pueden causar errores en las posiciones
de los atomos al final de la cadena; estos atomos por lo
general tienen una importancia funcional
especialmente si estan ubicados cerca al sitio activo.
(Wikipedia)

1.1.5 Evaluacién del Modelo

La evaluacion de las estructuras halladas mediante
homologia sin tener la estructura verdadera se realiza
generalmente mediante dos métodos: Potenciales
Estadisticos y Calculos Energéticos. Ambos métodos
estiman la energia del modelo o modelos a evaluar.
Ninguno de estos dos métodos se relaciona
excepcionalmente bien con la estructura verdadera de
forma certera. (Wikipedia)

El método de Potenciales Estadisticos es un grupo de
métodos empiricos basados en la frecuencia de
contacto observada entre residuos, dentro de las
estructuras de las proteinas encontradas en la Base de
Datos de Proteinas (PDB). Estos métodos asignan una
probabilidad o un puntaje de energia a cada posible
pareja de interaccién entre aminoacidos y combinan
estos puntajes de interaccidon en una sola puntuacion
para todo el modelo. Unos de esos métodos pueden
producir también una evaluacion de residuo-residuo
que identifica las regiones del modelo que tienen una
baja puntuacién, esto incluso si el modelo tiene una
puntuacion general aceptable. Estos métodos se
centran en los nudcleos hidrofébicos y en los
aminoacidos polares expuestos a solventes presentes
comunmente en proteinas globulares. Los métodos de
Potenciales  Estadisticos son mas eficientes
computacionalmente que los de célculos energéticos.
Ejemplos de estos métodos son Prosa y DOPE.
(Wikipedia)

Los métodos de Calculos Energéticos tratan de obtener
las interacciones entre atomos que son responsables
por la estabilidad de la proteina en solucion,
especialmente  debidas por las interacciones
electrostaticas de Van der Waals. Estos célculos se
realizan usando un campo de fuerzas de mecanica
molecular; las proteinas comUnmente son tan largas
gue no es posible realizar célculos basados en

mecénica cuantica. El uso de estos métodos esta
basado en la hip6tesis de panorama energético del
plegado de proteinas, el cual predice que el estado
originario es el que tiene el minimo de energia. Estos
métodos por lo general usan una solvatacion implicita,
la cual proporciona una aproximacion continua del
bafio de disolvente para una molécula de proteina sin
tener la representacion explicita de moléculas
individuales del solvente. ElI campo de fuerzas
generado para la evaluacién del modelo se conoce
como Campo de Fuerza Efectivo (EFF) y este se basa
en parametros atomicos de CHARM, el cual genera los
EEF basandose en los atomos que contiene la proteina
a estudiar. (Wikipedia)

Existen programas los cuales proporcionan un reporte
de la validacién del modelo como What Check y What
If, estos programas proporcionan un reporte de
aproximadamente 200 aspectos cientificos vy
administrativos del modelo. (Wikipedia)

1.1.6 Métodos de Comparacién Estructural

La exactitud de la evaluacion de modelos producidos
mediante homologia es sencilla cuando la estructura
experimental es conocida. El método mas comun para
comparar la estructura de dos proteinas es mediante
en cuadratico medio o RMSD para medir la distancia
media entre los atomos correspondientes entre las dos
estructuras después de que se han superpuesto. Sin
embargo, el cuadratico medio subestima los modelos
en los cuales el nucleo esta modelado correctamente
pero algunas regiones de bucles flexibles son
inexactas. Un método para la evaluacion experimental
de modelos CASP es conocido como el Test de
Distancia Global (GDT) y este mide el total de atomos
los cuales a distancia y al superponerlos estan bajo un
limite. Ambos métodos pueden ser usados para un
grupo de atomos en la estructura, pero frecuentemente
se aplican unicamente al carbono a o a los atomos del
esqueleto estructural de la proteina para minimizar los
efectos de ruido. (Wikipedia)

A gran escala varias evaluaciones comparativas se han
realizado para evaluar la calidad relativa de los
diversos métodos actuales de modelado por
homologia. CASP es una comunidad experimental de
prediccién que evalla los problemas de prediccion al
presentar los modelos estructurales de una serie de
secuencias cuyas estructuras han sido recientemente
resueltas experimentalmente, pero aun no han sido
publicados. (Wikipedia)

La exactitud de las estructuras generadas por el
modelado por homologia es altamente dependiente de
la identidad de secuencia entre el objetivo y el
patron. Mas del 50% de identidad entre secuencias,
sugiere que los modelos tienden a ser confiables. En
las secuencias de alta identidad, la principal fuente de
error en el modelado por homologia se deriva de la
eleccion del patron en que se basa el modelo.
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Identidades bajas presentan graves errores en la
alineacioén de secuencias que inhiben la produccién de
modelos de alta calidad. (Wikipedia)

Graves errores locales en los modelos de homologia
pueden surgir de una mutaciéon, en consecuencia la
estructura debe resolverse aun en una region de la
secuencia objetivo para el que no hay patron
correspondiente. Este problema puede minimizar el
uso de varios patrones, pero el método es complicado
por las diferencias de estructuras locales del patron y
de todo el hueco, y por la probabilidad de que una
region que falta en una estructura experimental falta
también en otras estructuras de la misma familia de
proteinas. Regiones que faltan son mas comunes
en los bucles locales donde la alta flexibilidad aumenta
la dificultad de resolver la region por la estructura de
los métodos de determinacién. Aunque algunos
ofrecen orientacion, incluso con un solo patrén, por la
posicion de los extremos de la regién que falta, cuanto
mayor sea la diferencia, més dificil es modelo. Bucles
de hasta unos 9 residuos pueden ser modelados con
una precision moderada en algunos casos, si la
alineacion local es correcta. (Wikipedia)

El modelado por homologia y el trenzado de proteinas
son métodos basados en plantillas o patrones y no hay
un limite entre el modelado por homologia y el
trenzado de proteinas en términos de técnicas de
prediccién. Pero las estructuras proteinicas objetivo
son diferentes. El modelado por homologia es para
objetivos que tienen proteinas homologas con
estructuras conocidas, en cambio, en el trenzado de
proteina es para objetivos con solamente se encuentre
homologia a nivel de pliegues. En otras palabras, el
modelado por homologia es para estructuras faciles y
el trenzado de proteinas es para estructuras complejas.
(Wikipedia)

El modelado por homologia trata el patron en una
alineacibn como una secuencia y solamente Ila
homologia en la secuencia es usada para prediccion.
El trenzado de proteinas trata el patrén en una
alineacién como una estructura y secuencia, de las
cuales se obtiene la informacién para predecir. Cuando
no hay homologia significativa, el trenzado de
proteinas puede hacer una prediccién basada en la
informacion de la estructura, lo que explica por qué
este puede ser mas eficiente que modelado por
homologia en muchos casos. En la practica, cuando la
identidad de la secuencia en la alineacién de la
secuencia es baja, el modelado por homologia podria
no producir una prediccion significativa. En este caso,
si hay poca homologia sobre el objetivo, el trenzado de
proteinas puede generar una buena prediccion.
(Wikipedia)

El uso de los modelos estructurales incluyen la
prediccion de la interaccién proteina-proteina, los
acoplamientos proteina-proteina, acoplamientos
moleculares, y la funcionalidad de los

genes identificados en el genomade un organismo.
Incluso los modelos de homologia de baja precisién
puede ser til para estos fines, porque sus
imprecisiones tienden a ubicarse en los bucles en la
superficie de la proteina, que normalmente son mas
variable, incluso entre las proteinas intimamente
relacionadas. Las regiones funcionales de las
proteinas, especialmente en su sitio activo, tienden a
ser mas conservadas y por lo tanto con mayor
precision deben ser modeladas. (Wikipedia)

1.2 Prediccién de la estructura de una proteina por el
trenzado de proteinas

Mediante el uso de medidas simples se puede
determinar la idoneidad de los diferentes tipos de
aminoacidos para los entornos estructurales locales
definidos en términos de accesibilidad del disolvente y
de la estructura secundaria de la proteina, los autores
derivan entonces simples pero novedosos enfoques
para evaluar si una secuencia de proteinas encaja bien
con un pliegue estructural de una proteina dada. El
trabajo de Jones, Taylor y Thornton sobre el
reconocimiento de pliegue en una proteina permitié el
desarrollo de una nueva gama de poderosas
herramientas para la prediccion de estructuras de
proteinas, la cual ahora se denomina trenzado de
proteinas. Esas herramientas computacionales han
jugado un rol clave en la ampliacion de la utilidad de
todos los solucionadores de estructuras experimentales
por cristalografia de rayos X y resonancia magnética
nuclear (NMR), probando modelos estructurales vy
funcionales predichos por muchas de las proteinas
codificadas en los cientos de genomas que han sido
secuenciados hasta ahora. (Xu, Xu, & Liang, 2007)

Lo que ha hecho atractivo al método de trenzado de
proteinas como una herramienta predictiva de
estructuras de proteinas es que la observacion del
namero de estructuras plegadas Unicas en la
naturaleza es pocos 6rdenes de magnitud inferiores
gue el nimero de proteinas en la naturaleza. Cada
organismo posee por lo menos miles de diferentes
proteinas codificadas en el genoma, el nimero total de
proteinas diferentes en la naturaleza es de por lo
menos diez billones, sin considerar las variaciones de
proteinas unidas. Esta discrepancia sugiere un
paradigma para resolver todas las estructuras de
proteinas combinando los enfoques computacionales y
experimentales, esto es, resolver estructuras de
proteinas con Unicas estructuras de pliegue usando
técnicas experimentales y modelos computacionales
del resto de proteinas usando estructuras
experimentales como patrones. (Xu, Xu, & Liang, 2007)

La idea basica del trenzado de proteinas es ubicar los
aminoacidos de una secuencia proteinica consultada,
siguiendo sus o6rdenes secuenciales y permitiendo
espacios, dentro de posiciones estructurales de una
estructura patron de una manera Optima medida
mediante puntajes de idoneidad. Estos alineamientos
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estructurales de secuencias son calculadas usando
medidas estadisticas de la probabilidad total y
energéticas de la proteina objetivo adoptando cada uno
de los pliegues estructurales. La mejor alineacion
estructural de las secuencias proporciona una
prediccion de la columna vertebral de los atomos de la
proteina objetivo, basado en su posicionamiento en la
estructura patron. Actualmente, el trenzado de
proteinas esta siendo usado en biologia molecular y en
laboratorios de bioquimica, frecuentemente para
estudios iniciales de proteinas objetivos, debido a que
este método proporciona la informacién estructural y
funcional, los cuales podrian ser usados para guiar
disefios experimentales e investigacion. (Xu, Xu, &
Liang, 2007)

Como una técnica predictiva, el trenzado de proteinas
tiene un numero de grandes desafios computacionales
y problemas de modelacion (Xu, Xu, & Liang, 2007).
Estas incluyen:

e ¢CbOmo medir eficientemente y precisamente la
idoneidad de una secuencia localizada en una
estructura patron?

e ;Como encontrar eficientemente y
precisamente la mejor alineacion entre la
secuencia objetivo y la estructura patrén
basado en un determinado conjunto de medida
de idoneidad?

e ¢COmo calcular cuales alineaciones
estructurales de secuencias y diferentes
estructuras patrones representan un correcto
reconocimiento de pliegue y una exacta
prediccién de estructuras?

e (;COmo identificar cuales partes de una
estructura predicha son exactas y cuales
partes no?

Por encima de un millén de secuencias proteinicas han
sido determinadas, entre las cuales alrededor de treinta
mil han obtenido su estructura ternaria resuelta
experimentalmente. Dado que podria haber por lo
menos diez billones de proteinas diferentes en la
naturaleza, ¢ Cuantas estructuras Unicas de proteinas o
estructuras de pliegues estas proteinas podrian haber
adoptado?. Los dominios son las unidades
estructurales béasicas de las proteinas. Un dominio
estructural es una unidad estructural clara y compacta
gue podria plegar independientemente de otros
dominios. (Xu, Xu, & Liang, 2007)

Mientras muchas proteinas solo tienen un dominio, hay
proteinas con dos, tres e incluso mas dominios
estructurales. Para organismos eucariotas, fue
estimado que por al menos dos terceras partes son
proteinas de multiples dominios. Hay una clara
necesidad de automatizar los métodos de particion,
para poder resolver eficientemente las estructuras
proteinicas. Actualmente programas de computador
estan siendo usados para la particion de una estructura

proteinica en dominios individuales. (Xu, Xu, & Liang,
2007)

Un dominio de una proteina podria ser parte de
diferentes estructuras proteinicas, por combinacién con
otros dominios. Ya que los dominios son las unidades
estructurales bésicas de las proteinas, se estan
realizando estudios sobre el nimero de las estructuras
plegadas en la naturaleza, por lo que han sido llevados
a cabo sobre los dominios de las proteinas en lugar de
toda la proteina. (Xu, Xu, & Liang, 2007)

La estimacion del nimero de pliegues estructurales
Unicos es obtenida a través de la estimacion del
namero de familias que cada pliegue estructural cubre
y estudia la distribuciébn de cobertura por todas las
estructuras de pliegue conocidas. El numero de
pliegues estructurales disminuye como su cobertura de
familias de proteinas incrementa. Hay tres clases de
pliegues estructurales, unifolds, mesofolds vy
superfolds. Unifolds representan pliegues estructurales
gue cubren solo una familia de proteinas, superfolds
representan los pliegues estructurales, los cuales cada
uno cubre muchos pliegues estructurales, y mesofolds
representa los pliegues estructurales en medio. (Xu,
Xu, & Liang, 2007)

2. MATERIALES Y METODOS

El modelado por homologia, ademas de préctico,
requiere un minimo de instrumentos y una muy
reducida informacién para su puesta en marcha. Dicha
informacion comprende el conocimiento de la
secuencia de aminoacidos objetivo, que en este caso
es la de la proteina Cyt1lAb, la cual fue consultada en
la base de datos Protein Data Bank (PDB). Asimismo
se debe conocer la secuencia de aminoacidos patrén y
la estructura terciaria de esta proteina, que para
nuestro caso es Cyt2Ba.

Para la alineacion de las secuencias y el posterior
modelado por homologia se utilizd la herramienta de
alineamiento estructural del programa
SwissPdbViewer® y se corrigi6 manualmente hasta que
un satisfactorio  posicionamiento de  bloques
conservados e identidades de aminoacidos fueran
obtenidos. Para la evaluacion energética de la
estructura, y el analisis de la idoneidad del modelo se
us6 el servidor SwissModel en the expasy server
(http://swissmodel.expasy.org/) y un modelo preliminar
para CytlAb fue devuelto con su respectiva validacion
a cargo de los programas PROCHECK y WHAT IF.
Cabe aclarar que el paso anterior se repetia cada vez
gue una minimizacién sobre la estructura fuera hecha.
Para la minimizacion de la estructura se recalculaban
las conformaciones curvas y los tamafios de las
cadenas con campos de fuerza sin restricciones de
distancia con la ayuda de HyperChem®, en el cual se
realiz6 un trabajo iterativo que permitiria obtener la
estructura terciaria de menor energia. Finalmente, para
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la presentacién de las estructuras se hizo uso de
Pymol®.
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llustracion 1. Diagrama de Flujo del modelado por Homologia
y la respectiva minimizacion de la estructura

3. RESULTADOS

Para la seleccion de la proteina patron se tuvo en
cuenta que fuera de la misma familia de CytlAb, la
proteina que se escogi6 fue Cyt2Ba. Con lo anterior se
trataba de garantizar que se conserve el pliegue que
caracteriza a su familia, y por lo tanto se esperaria que
tuviera un mecanismo de insercidn membranal similar
a la de las proteinas citoliticas.
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llustracion 2. Alineacion de la secuencia de aminoacidos de
CytlAby Cyt2Ba

El porcentaje de homologia de CylAb con Cyt2Ba es
de 40,9%.
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llustracion 3. Evaluacion energética de cada aminoéacido de
Cyt1Ab sin minimizar
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llustracion 4. Prediccion de las estructuras secundarias para
la secuencia de aminoacidos

Tras realizar la minimizaciéon de todas las zonas que

presentaban energia elevada se obtuvieron los
siguientes resultados de energia:
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llustracion 5. Evaluacién energética de cada aminoéacido de
CytlAb minimizada



llustracion 6. Estructura terciaria de la proteina Cyt1Ab
minimizada
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llustracién 7. Secuencia de aminoacidos con sus respectivos
estructuras secundarias
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llustracion 8. Gréafico de Ramachandran de la estructura
Cyt1Ab minimizada

(Azul)

llustracion 10. Superposicién de la Cyt1Ab Minimizada (Roja)
y la Cyt1Ab No minimizada (Amarilla)

llustracion 11. Superosicién de la estructura Cy1Ab
Solvatada (Roja) y la Cyt1Ab Aislada (Azul)



4. ANALISIS DE RESULTADOS

Dado que CytlAb y Cyt2Ba comparten un 40% de
homologia, se espera que tengan similares dominios, y
por ende un mecanismo de accién similar. Evidencia
de lo anterior se puede observar en la ilustracién 8, en
la cual se muestra la superposicion de la Cyt2Ba vy
Cyt1Ab. Alli se ve que la arquitectura a/p con laminas B
rodeadas de dos capas de hélices a, el cual representa
el pliegue citolitico, se conserva entre estas proteinas
de la misma familia.

La ilustracién 3 muestra los resultados de la evaluacion
de energia de cada aminoacido de CytlAb sin
minimizar; dichas graficas permiten identificar las
zonas de la proteina que deben ser minimizadas. Tales
zonas son: STEFAE que representa una curva en la
estructura terciaria que ademas presenta muy baja
homologia con respecto a la Cyt2Ba; otra zona que
debe ser minimizada es la curva que une las hélices as
y a4 por otro lado también se debe minimizar la
secuencia QTG gque representa otra curva anterior a la
lamina Be.

En la ilustracion 4 se presenta un analisis preliminar de
las estructuras secundarias que son mas probables
para cada aminoécido, las cuales se pueden contrastar
con las estructuras presentadas por el modelo,
localizadas en la ilustracion 7. Luego de comparar
estos dos resultados se llega a la conclusién de que el
andlisis preliminar fue certero en cuanto a las mayorias
de aminoacidos de la estructura encontrada por
homologia.

En la ilustracibn 5 se presenta los resultados de la
evaluacion energética de la estructura de la proteina
CytlAb minimizada. Para observar las implicaciones de
la minimizacién en la estructura de manera global se
presenta la superposicion de la estructura minimizada y
no minimizada localizada en la ilustracion 10, en esta,
se puede evidenciar que las zonas que anteriormente
se mencionaron son las que presentan una orientacion
diferente del espacio, lo cual era de esperarse a raiz de
que se debia obtener la organizacion de menor
energia.

En la ilustracion 6 se presenta la estructura de la
proteina CytlAb minimizada, con sus respectivas
estructuras secundarias que constituyen el Unico
dominio representativo del pliegue citolitico. Esta
estructura estd compuesta por 6 laminas
antiparalelas rodeadas de una capa de hélices a de a;
y O, y otra capa de 03-04-0s, las cuales representan el
pliegue citolitico. Las laminas 3 mas largas B4, Bs, Bs
son las encargadas de insertarse en la membrana. Las
dos capas externas de hélices a oscilan lejos de
laminas B que se encuentran en contacto con la
membrana. Por otro lado, las hélices a son las
encargadas de la oligomerizacion, que es la
agregacion de moléculas para la formacién de una
estructura mas compleja formada por subunidades

independientes. En cuanto a la insercion de las laminas
B, esta se da entre las hélices a; y a,. Finalmente se
puede decir que el aminoacido que representa en C
terminal es resistente a la protedlisis en asociacién con
la membrana.

Del grafico de ramachandran se puede observar que
cerca del 90% de las regiones de la estructura son
favorables, por lo que se dice que una calidad buena
puede ser esperada del modelo.

En la ilustracion 11 se puede observar las diferencias
estructurales entre la estructura minimizada aislada de
CytlAb y la estructura minimizada en medio acuosa de
CytlAb. Las diferencias mas importantes se
encuentran en el N terminal y en las curvas que
presentaban mayor energia antes del proceso de
minimizacion.

5. CONCLUSIONES

Se obtuvo una estructura terciaria para CytlAb de
menor energia y sin restricciones. La estructura de esta
proteina esta conservada con respecto a la estructura
de las proteinas citoliticas.

Se establecieron las principales similitudes entre la
estructura obtenida por el modelado por homologia y
las predicciones de las estructuras secundarias
presentadas por el servidos SwissModel.

Se presentaron las principales caracteristicas de la
estructura terciaria de CytlAb que definen su
funcionalidad, actividad y mecanismo de accion.
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