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1. RESUMEN

La enfermedad causada por el parésito Trypanosoma cruzi denominada mal de Chagas constituye un
problema de salud de grandes proporciones en Latinoamérica. A pesar de que se han realizado
numerosos estudios moleculares sobre este parasito ain se desconocen las funciones de algunas de
sus proteinas y esta informacion puede ser clave para el control, diagnostico y prevencion esta
enfermedad. Una parte importante de las proteinas desconocidas de T.cruzi esta constituida por
proteinas hipoteéticas, es decir, proteinas de las cuales solo se conoce su secuencia de aminoacidos,
pero cuya existencia no ha sido comprobada experimentalmente.

Con el fin de contribuir a complementar la informacion existente sobre el proteoma de este parasito se
realizé la prediccion In-silico (por medio del uso de computadoras) de la estructura y funcion de la
proteina hipotética p284 de T. cruzi utilizando varios tipos de software bioinforméatico. En primer
lugar se compard la secuencia de la proteina obtenida de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) con las secuencias de las proteinas consignadas en las bases de datos utilizando el
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool); posteriormente se determinaron sus
caracteristicas fisicoquimicas por medio del programa ProtParam, las caracteristicas de su estructura
secundaria por medio de GORIV, el tipo de plegamientos de su estructura terciaria por medio de
SCOP (Structural Classification Of Proteins), y sus regiones conservadas por medio de Motif Search.
También se obtuvieron varios modelos de la estructura tridimensional de la proteina utilizando
plantillas de proteinas similares obtenidas de PDB (Protein Data Bank) por medio del uso de
programas como SAS (Sequence Annotated by Structure), I-TASSER y (PS)2.

Los resultados indican que la proteina hipotética p284 pertenece al grupo de las proteinas MutS2
implicadas en eventos de recombinacion, reparacion y dimerizacion del ADN. También se encontr6
que la posible estructura tridimensional de la proteina es muy similar a la de otras proteinas que
contienen el dominio Smr (small mutations related domain) que es caracteristico de las proteinas
MutS2.

2. INTRODUCCION

La secuenciacion del genoma de Trypanosoma cruzi, el agente causal del mal de Chagas, fue y sigue
siendo una herramienta de sumo valor para el estudio de diversos aspectos de la enfermedad pues
puso a disposicion de los investigadores de este parasito una gran cantidad de informacion acerca de
sus genes, y por consiguiente de sus proteinas (1,2). El estudio de la composicion protéica de este

organismo es indispensable para comprender sus mecanismos infectivos y patogénicos, pues muchos



de ellos implican la interaccion de diversas proteinas y enzimas (1,2,3). Una parte importante de las
estructuras proteinicas de T.cruzi esta constituida por proteinas hipotéticas, denominadas asi porque
la Gnica informacion disponible sobre ellas es la de su secuencia de aminoacidos que es obtenida a
partir de la traduccion directa de posibles regiones codificantes de un genoma secuenciado (4).
Durante los afios 60 se desarrollaron diferentes técnicas bioinformaticas para predecir la estructura y
funcidén de estas secuencias generando una revolucién en la forma en que se estudian las proteinas,
pues por medio del uso de estas herramientas es posible caracterizarlas sin necesidad de acudir a

complicados procedimientos experimentales (4,5).

En este estudio se utilizaron diferentes programas de analisis bioinforméatico con el objetivo de
predecir in silico la funcion y estructura de la proteina hipotética p284 de Trypanosoma cruzi. Los
resultados obtenidos pueden ser de gran importancia pues indican que la funcion de esta proteina esta

relacionada con la reparacion y recombinacion del ADN de este parasito.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La presencia del parasito causante del mal de Chagas, Trypanosoma cruzi, en las zonas tropicales de
Latinoamérica genera un gran impacto en la salud de la poblacion humana que las habita, pues
millones de personas se ven afectadas por esta enfermedad (6). La importancia de la parasitosis radica
en su elevada ocurrencia y en las grandes pérdidas econémicas generadas por incapacidad laboral y
muerte repentina de personas aparentemente sanas (2,6). En 1993 el Banco Mundial ubicé a la
enfermedad de Chagas en el primer lugar de prevalencia entre las enfermedades tropicales y en el
cuarto entre las enfermedades transmisibles en Latinoamérica, s6lo debajo de las infecciones
respiratorias agudas, de las enfermedades diarreicas y del SIDA (2). A pesar de que desde entonces
han aumentado los controles para prevenir el contagio de la poblacion, y de que hay numerosos
estudios sobre la biologia de T.cruzi, esta enfermedad sigue siendo un problema grave para los paises
centro y suramericanos (2,6). Debido a la gran cantidad de inconvenientes que genera este parasito es
necesario complementar la informacion existente acerca de sus caracteristicas moleculares, pues
muchos de estos datos se pueden utilizar para mejorar el diagndéstico, tratamiento y prevencion de la
enfermedad (1,2,6). Una parte importante de la investigacion de los aspectos moleculares de este
organismo consiste en caracterizar sus proteinas hipotéticas de las cuales s6lo se conoce la secuencia
de su estructura primaria, es decir, su secuencia de aminoacidos (5). El objetivo de este trabajo es

predecir por medio de diferentes herramientas bioinformaticas la estructura y funcion de la proteina



hipotética p284 de T.cruzi con el fin de complementar la informacion existente sobre el proteoma de

este importante parasito.

4. MARCO CONCEPTUAL

Trypanosoma cruzi es un protozoo perteneciente al grupo de los kinetoplastidos, caracterizados por
poseer ciclos de vida muy complejos y por ser agentes de graves enfermedades en las zonas tropicales
de Centro y sur América (6,7). T. cruzi es el causante de una de las enfermedades méas graves y
extendidas en el continente americano, la enfermedad de Chagas, denominada asi en honor a su
descubridor Carlos Chagas (2,6,7). Esta enfermedad se transmite a los mamiferos (incluyendo al
hombre) a través del contacto con heces infectadas de insectos Triatominos (Hemipteros), y sus
consecuencias pueden ser fatales (2,7). Se calcula que esta enfermedad afecta a mas de 15 millones
de personas y que mas del 25% de la poblacion de Latinoamérica estd en riesgo de contagio (2,7).
Este grave problema de salud genera grandes pérdidas econémicas pues miles de personas se ven
incapacitadas para trabajar gracias a las complicaciones cardiacas y digestivas y a los dafios mentales
causados por esta enfermedad (2,6,7). Debido a la gran cantidad de problemas que genera la
parasitosis de T. cruzi se han realizado numerosos estudios moleculares con el fin de mejorar el
diagndstico, tratamiento y prevencion de esta enfermedad, sin embargo, ain quedan muchos aspectos
por investigar. Uno de los aspectos que constituye un vacio teérico en el conocimiento de el proteoma
de T.cruzi son sus proteinas hipotéticas, es decir, proteinas que han sido predichas a partir de la
secuencia de los genes que las codifican, pero para las cuales no existe evidencia experimental (5); la
Unica informacion que existe sobre ellas es la de las secuencias de aminoacidos que las conforman
(4,5).

Hace varios afios los Unicos procedimientos que permitian determinar la estructura y la funcion de
una proteina eran la secuenciacion, la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear,
pero gracias a los avances en bioinformatica durante los afios 60, se desarrollaron diferentes tipos de
software que permiten hacer comparaciones entre secuencias de aminoacidos que se encuentran en
bases de datos como genebank (banco de genes) y NCBI (National Center for Biotechnology
Information), para asi determinar la estructura y funcion de proteinas sin tener que acudir a un
laboratorio (8,9). El desarrollo de estos nuevos mecanismos de prediccion ha permitido amortiguar el
gran problema tedrico que constituye el desconocimiento de la funcion y estructura de miles de
proteinas hipotéticas (9). Cuando se realizan comparaciones de una secuencia de una proteina
hipotética con otras proteinas con la ayuda de estos programas bioinformaticos, es posible inferir una

funcion si los resultados muestran similitudes significativas en regiones especificas altamente
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conservadas de las proteinas, pues es posible que una secuencia con funcién desconocida sea similar a
otra secuencia cuya funcién ya haya sido determinada (9,10)

Es importante saber que por medio del analisis de las secuencias de aminoacidos se pueden detectar
dos tipos de estructuras fundamentales para determinar la funcion de una proteina; los motivos y los
dominios. Los motivos son secuencias de aminoacidos conservadas (es decir que son muy similares
en proteinas relacionadas) que se pliegan de formas especificas y que sirven para dar estabilidad y
funcionalidad a las proteinas (8,10,11). Los dominios también son secuencias conservadas que se
pliegan independientemente del resto de la proteina y que constituyen regiones diferenciadas dentro
de su estructura; de hecho es la asociacion de los distintos dominios la que origina la estructura
terciaria (11). La deteccion de similitudes en los motivos y dominios de las proteinas puede indicar la
presencia de homologias, es decir, de un origen evolutivo comun (11). Las investigaciones sobre este
tema aseguran que la inferencia de una homologia es la conclusion mas poderosa que se puede
establecer para indicar similitudes, ya que las proteinas homoélogas comparten estructuras
tridimensionales similares (10,11).

Hoy en dia el uso de software bioinformatico para el analisis de secuencias esta extendido por todo el
mundo en gran parte gracias a que en internet es posible conseguir gran variedad de programas de uso
gratuito que permiten analizar secuencias protéicas que se encuentran de bases de datos de acceso
libre (5,10). Muchos de estos programas son creados por centros de investigacion de gran prestigio, 0
por empresas farmacéuticas interesadas en investigar las interacciones de las proteinas con diferentes
componentes quimicos (8,10). Estos programas de prediccidn se basan en algoritmos matematicos
que permiten encontrar la solucion a un problema entre miles de soluciones de una forma eficiente

(5,9). Entre los programas mas utilizados se encuentran los siguientes:

- BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): Es una herramienta que realiza alineamientos de
secuencias para encontrar similitudes entre ellas. Dentro de este software se pueden escoger
diferentes algoritmos para analizar las secuencias con diferentes grados de sensibilidad (BLASTDp,
PSI-BLAST, etc) (12,13). El programa es capaz de comparar una secuencia problema (también
denominada en la literatura secuencia query) contra una gran cantidad de secuencias que se
encuentren en una base de datos. Si se encuentran similitudes entre los motivos y dominios de la
secuencia query y los de alguna de las proteinas ya conocidas se puede determinar la existencia de
homologias, es decir, de un origen evolutivo comun entre ellas (14,15)

- Protparam (Caracteristicas fisicas y quimicas): Es una herramienta de ExPASy (un servidor del

Instituto de Bioinformatica de Suiza) que predice las caracteristicas fiscoquimicas de una proteina
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como el nimero y la proporcion de amino&cidos, la hidropaticidad (ver si la proteina es hidrofdébica o
hidrofilica), el punto isoeléctrico (pH al que la proteina tiene carga neta de cero) y la estabilidad en un
tubo de ensayo (16)

- GOR (Secondary Structure Prediction): es un programa que utiliza algoritmos para predecir el
porcentaje de laminas Beta y hélices Alfa que constituyen la estructura secundaria de la proteina (17)
- Motif Search: es un programa que utiliza algoritmos para predecir si existen similitudes entre los
motivos de secuencias de la proteina problema y los motivos de proteinas en las bases de datos (18)

- SCOP (Structural Classification of Proteins): este programa permite predecir cuales son los motivos
estructurales de la proteina, es decir, predice como se plegarian estas cadenas de aminoacidos
conservadas (19).

- SAS (Sequence Annotated by Structure), (PS)? (Protein Structure Prediction Server), I-TASSER:
son herramientas para aplicar informacion estructural a una secuencia proteinica dada. Utilizan la
secuencia FASTA de una proteina dada y la compara con todas las proteinas de estructura 3D
conocidas en Protein Data Bank (PDB) (20,21,22). Los alineamientos multiples resultantes pueden
ser coloreados de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y las estructuras 3D que concuerden se
pueden superponer y visualizar en RasMol y Swiss PDB viewer (22).

- RasMol y Swiss PDB viewer: software de visualizacion Molecular.

En Colombia existen actualmente varios centros de investigacion en bioinforméatica en importantes
Universidades como la Pontificia Universidad Javeriana, la Universidad de los Andes, la Universidad
Nacional de Colombia, entre otras. También se realizan estudios de este tipo en instituciones
cientificas como Cenicafé y FIDIC (Fundacion Instituto de inmunologia de Colombia) (9). A pesar
de esto es necesario fomentar y extender el uso de la bioinformatica en las diferentes instituciones y
centros educativos de caracter cientifico pues puede ser aplicada en innumerables investigaciones de

tipo molecular (9).

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la estructura y la funcion de la proteina hipotética p284 de Trypanosoma cruzi?

6. OBJETIVOS
a. OBJETIVO GENERAL
- Predecir In-silico la estructura 'y funcion de la proteina  hipotética
>0i|74835222|sp|Q26940|Q26940_TRYCR de Trypanosoma cruzi
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b. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Encontrar similitudes significativas entre la secuencia de la proteina hipotética y las
secuencias de las proteinas anotadas que se encuentran en las bases de datos

- Predecir In-silico las caracteristicas Fisicoquimicas de la proteina hipotética

- Predecir In-silico las caracteristicas de la estructura de la proteina hipotética (secundaria,

terciaria y cuaternaria)
- Generar modelos en 3D de la proteina hipotética

- Predecir In-silico las caracteristicas energéticas de la proteina hipotética

METODOLOGIA

a. Deteccion de similitudes de la secuencia de la proteina p284 de Trypanosoma cruzi con las

secuencias de proteinas anotadas:

- Se determing la existencia de similitudes significativas entre la secuencia de la proteina

hipotética y las proteinas con funcion ya determinada siguiendo los siguientes pasos:

1. Se busco la secuencia en formato FASTA (que es una forma de representar las cadenas de
aminoacidos en forma de texto) en la pagina de NCBI (National Center for Biotechnology
Information)

2. Lasecuencia FASTA fue analizada por medio BLAST (Basic Local Alignement Search Tool)
utilizando el algoritmo PSI-BLAST que busca similitudes en secuencias conservadas, y el
algoritmo BLASTp que busca la similitud total. Los resultados de este analisis mostraron un
Score o0 puntaje de similitud entre la proteina hipotética p284 y las proteinas con las que tuvo
mayor coincidencia. También mostraron un E-value que es el valor de la significancia de la
similitud, y por altimo un porcentaje de identidad. BLAST est4 conectado con CD search
(Conserved Domain search) que mostré los dominios (que conforman la estructura terciaria) y

homologias encontrados.
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b.  Prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de la Proteina Hipotética :
Para determinar las caracteristicas Fisicoquimicas de la proteina hipotética se utilizd el

programa protparam

c. Prediccion de las caracteristicas de la estructura secundaria y terciaria de la Proteina
hipotética:
Para determinar la estructura secundaria de la proteina se utilizé el programa GOR IV por
medio del cual se predijo el porcentaje de laminas Beta y hélices alfa que constituyen la
proteina a partir de la secuencia de aminoacidos de la Proteina Hipotética en formato FASTA.
Después por medio del programa SCOP (Structural Classification of proteins) se
determinaron los motivos, o tipo de plegamientos de las secuencias conservadas de la proteina
que definen la estructura terciaria por medio de Motif Search, y por ualtimo algunas
caracteristicas de la estructura cuaternaria fueron predichas por medio del andlisis del

programa Dockingserver.

d. Generacion de modelos 3D de la proteina hipotética:

La generacion de modelos 3D de la proteina se realizd por medio de la utilizacion de los
programas SAS (Sequence Annotated by Structure), (PS)? y I-Tasser que permiten encontrar
similitudes de la secuencia de la proteina hipotética en formato FASTA con las secuencias de
estructuras 3D ya conocidas que se encuentran en Protein Data Bank (PDB). Por medio de
estas comparaciones se cre6 un modelo de cdmo se veria la proteina en tres dimensiones. Los
retoques finales de la proteina se realizaron por medio de programas como RasMol y Swiss
PDB Viewer.

e. Prediccion de las caracteristicas energéticas de la Proteina Hipotética:

Para la prediccion de las caracteristicas energéticas (energia de union Enzima- sustrato y la

superficie de interaccion, etc) de la proteina se utilizé el programa Dockingserver.
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8. RESULTADOS

8.1 Deteccion de similitudes de la secuencia de la proteina hipotética p284 de Trypanosoma

cruzi con las secuencias de proteinas anotadas:

La busqueda de similitudes para la secuencia de la proteina hipotética p284 se llevo a cabo por medio

del programa BLAST. Los
resultados indicaron que existen
semejanzas significativas entre la
secuencia de la  proteina
hipotética p284 y las proteinas de
la Superfamilia Smr (Small
Mutations Related Domain), con
una coincidencia de méas de 200
residuos (figs 1 y 2 en rojo);
también se encontraron
similitudes de menor relevancia
con las superfamilias KH-1 y
DUF1771 (figuras 1 y 2). La
similitud entre las secuencias se
mide por medio del E-value;
entre menor sea este valor mayor
es la significancia de la similitud
entre las secuencias de las

proteinas comparadas.

<40 40-50 \ 50-80 80-200 >=200

-

50 100 150 200 250

figura 1. Resultados de BLAST que muestran las coincidencias de la secuencia de la
proteina hipotética con las supetfamilias St (rojo). KH-I (verde) y DUF1771 (morado)

1 50 100 150 200 25|0 283
,
Query seq. et e | oot
nucleic acid binding regiol
Non-specific PNPase_KH DUF1771 SMR
hits Smr
Superfanilies KH-1 superfamily DUF1771 superfamily Smr_superfamily
Mlti-donains  PRK11824

Figura 2. Resultados de BLAST que muestra las secuencias con las que la proteina hipotética p284tuvo mas coincidencias



Tabla 1. Resultados de BLAST que muestran las coincidencias mas significativas entre la proteina hipotética p284 de T.cruzi y
otras proteinas

Descripcién Puntaje  Puntae  Cobertura E-value
maximo total

hypothetical p284 protein [Trypanosoma cruzi] 572 572 100% 0.0 100%
hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

521 521 100% 0.0 98%
hypothetical protein, conserved [Trypanosoma cruzi]

477 477 100% 2e-168 93%
hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

471 471 100% 2e-167 93%
hypothetical protein, conserved [Leishmania donovani]

237 237 92% 4e-75 50%
hypothetical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]

234 234 92% 2e-74 50%

8.2 Prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de la Proteina Hipotética:

La prediccion se realiz6 por medio del programa Protparam.

8.2.1 Composicion de aminoacidos:

Tabla 2. Resultados de Protparam que muestran la composicién de aminoécidos de la proteina hipotética p284 de T.cruzi

Aminoacidos

Ala (A) 45 15.9%
Arg (R) 17 6.0%
Asn (N) 7 2.5%
Asp (D) 10 3.5%
Cys (C) 3 1.1%
GIn (Q) 12 4.2%
Glu (E) 27 9.5%
Gly (G) 29 10.2%
His (H) 7 2.5%

lle (1) 11 3.9%
Leu (L) 18 6.4%
Lys (K) 22 7.8%
Met (M) 8 2.8%
Phe (F) 5 1.8%
Pro (P) 8 2.8%
Ser (S) 12 4.2%
Thr (T) 17 6.0%
Trp (W) 0 0.0%
Tyr (Y) 4 1.4%
Val (V) 21 7.4%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%
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Se encontrd que el aminoécido mas abundante de la proteina hipotética p284 es la alanina (Ala) con
un total de 49 residuos, es decir un 15.9% del total de aminoacidos (tabla 2); la Alanina se clasifica
como hidrofébica y alifatica. El segundo aminoacido mas abundante es la Glicina (Gly)
representando el 10.2% de los residuos; este aminoacido es neutral, alifatico e hidrofébico. En tercer
lugar se encuentra el glutamato (Glu) representando el 9.5% de los aminoacidos, y es un aminoécido

hidrofilico cargado negativamente.

8.2.2 Peso molecular:

El peso molecular calculado para la proteina Hipotética p284 fue de 299930.9 daltons lo que la
clasifica como un polipéptido.
8.2.3 Carga:

El pl (pH al que la proteina tiene carga neta cero) calculado para la proteina hipotética fue de 8.33.
También se determind que la proteina tiene 39 residuos cargados positivamente (Arg + Lys) y 37

residuos cargados negativamente (Asp + Glu).

8.2.4 Composicion Atdmica:

Protparam calcul6 el nimero de atomos y la férmula quimica de la proteina hipotética. Los valores se

pueden observar en la tabla 3.

Tabla 3. Prediccion del programa Protparam de la composicion atdmica y formula quimica de la proteina hipotética p284

m
Carbono C 1285
Hidrégeno H 2119
Nitrogeno N 389 C1285H2119N 3890410511
Oxigeno O 410
Azufre S 11
Total 4tomos 4214

16



8.2.5 Coeficiente de extincién:

Los resultados de los célculos del coeficiente de extincion se pueden ver en la tabla 4.

Tabla 4. Coeficiente de extincion predichos por Protparam para la proteina hipotética p284 de T.cruzi

Coeficiente de extincion y absorbancia Coeficiente: 6085
asumiendo todos los pares de residuos Abs. 0.1% (=h/1): 0.203
de cistinas
Coeficiente de extincion y absorbancia Coeficiente: 5960
asumiendo que todos los residuos de Abs. 0.1% (=h/1): 0.199
cisteina estan reducidos

8.2.6_Vida Media Estimada:

Tabla 5. Vida media estimada predicha por Protparam para la proteina hipotética p284 de T.cruzi

PARAMETRO VALOR

30 horas (reticulocitos de mamiferos, in vitro).

Vida media estimada >20 horas (levadura, in vivo).

>10 horas (Escherichia coli, in vivo).

8.2.7 Indice de inestabilidad, indice alifatico y GRAVY:

Tabla 6. Valores del indice de inestabilidad, GRAVY e indice alifatico predichos por Protparam para la proteina hipotética p284

de T.cruzi
Indice Valor
indice de inestabilidad 39.27, la proteina es estable
GRAVY (hidropaticidad) -0.382 (hidrofilica)
indice alifatico 77.39
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8.3 Prediccion de las caracteristicas de la estructura secundaria y terciaria de la Proteina hipotética:

Las caracteristicas de la estructura secundaria de la proteina hipotética fueron predichas por medio del

programa GOR V.

Y
UA \,J v

Figura 3. Representacion gréfica de la estructura secundaria de la proteina hipotética p284 de T.cruzi

- a-T-HA- - ==

56 166 156 200
Figura 4. Representacion gréafica de la estructura secundaria de la proteina hipotética p284 de T.cruzi
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Por medio del programa Motif Search se determinaron los posibles motivos que tienen similitudes con
la proteina hipotética p284.

Tabla 7. Motivos con mayor similitud en sus secuencias encontradas para la proteina hipotética p284 de T.cruzi predichos por el
programa Motif Search

Motivo Posicion PROSITE Descripcion

SMR 149..230 PS50828  Perfil del dominio Smr
KH_TYPE_1 1.59 PS50084  Type-1 KH domain profile.

Los resultados de SCOP (Structural Classification of Proteins) indican que el dominio Smr es de la

clase a+f (ver tabla 8).
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http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ps:PS50828
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ps:PS50084

Tabla 8. Resultados de SCOP que muestran el tipo de plegamientos de la proteina hipotética p284 de T.cruzi

Plegamientos Superfamilias
IF3-like Raiz: SCOP
beta-alfa-beta-alfa-beta(2); SMR domain-like

2 capas; lamina mixta 1243,
hebra 4 es antiparalela al
resto

Proteinas o+f

8.4  Generacion de modelos 3D de la proteina hipotética:
Para generar los modelos 3D de la proteina se utilizaron tres programas, I-TASSER, SAS y (PS)%

8.4.7 Resultados de I-TASSER:

Los resultados de I-TASSER muestran varios aspectos:

8.4.7.1 Modelo 3D generado por I-TASSER:

Figura 5. Modelo No 1. Generado por I-TASSER con el C-score mas alto de -3.13
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8.4.7.2 Top de plantillas relacionadas utilizadas:

Tabla 9. Top 10 de las plantillas utilizadas para la construccion de los modelos 3D de la proteina hipotética p284 de T.cruzi.

1 2vkcA 0.30 0.12 0.36 4.20 Dominio B3BP SMR, Hidrolasa, Mismatch
Repair

2 3b74A 0.08 0.18 0.89 1.27 Sec14 superfamily Proteina Sefial, trafico a través
de la membrana

3 luaaA 0.08 0.17 0.93 1.26 Helicasa, hidrolasa del DNA

4 2vkcA 0.29 0.12 0.36 1.47 Dominio B3BP SMR, Hidrolasa, Mismatch
Repair

5 1It7A 0.11 0.22 0.89 1.23 Transferasa, metil-transferasa

6 2vkcA 0.30 0.12 0.36 454 Dominio B3BP SMR, Hidrolasa, Mismatch
Repair

8 2d9iA 0.27 0.10 0.33 0.79 Dominio SMR, NEDD4-binding protein 2

9 2X38A 0.08 0.17 0.96 0.40 Transferasa, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase catalytic subunit delta isoform

10 2vkcA 0.30 0.12 0.36 4.97 Dominio SMR, Hidrolasa, Mismatch Repair

*Iden 1: porcentaje de identidad de la regién alineada Iden2: porcentaje de identidad de toda la secuencia. Entre més alto el porcentaje mayor homologia. Una identidad de secuencia que es alta
en la region alineada y baja en el resto de la secuencia indica un motivo/dominio conservado presente tanto en la proteina hipotética como en la proteina plantilla. Cov: representa la cobertura del
alineamiento y es igual al nimero de residuos alineados estructuralmente dividido por la longitud del modelo. Norm.Z-score: Un valor del Norm.Z-score refleja un alineamiento confiable. Si la
mayoria de las plantillas tienen un Norm Z-score >1, la precision del modelo final es usualmente alta.

8.4.7.3 Prediccién de la funcién utilizando COFACTOR:

Tabla 10. Prediccion de los nimeros EC para la proteina hipotética p284 de T.cruzi

Rango EC-score PDB Hit TM-score | RMSD? IDEN?, . NUmero EC
1 0.697 2gjxA (Hidrolasa) 0.330 5.96 0.067 0.647 3.2.1.52
2 0.690 1yg2A 0.327 5.61 0.044 0.608 3.2.1.23
(Hidrolasa)
3 0.657 lo7aA (Hidrolasa) 0.331 5.71 0.039 0.636 3.2.1.52
4 0.623 2je8B (Hidrolasa) 0.250 6.52 0.043 0.530 3.2.1.25
5 0.604 1eaOA (Oxidorreductasa) 0.324 6.11 0.068 0.685 14.1.13

* EC-score: puntaje de confianza para la clasificacion enzimatica. TM-score es una medida de la similitud estructural global entre la secuencia query y la plantilla. RMSD?* es el RMSD entre
residuos que estan estructuralmente alineados por alineamiento TM .IDEN?®: porcentaje de identidad de la secuencia en una region estructuralmente alineada. Entre mas alto el porcentaje mayor
homologia Cov: representa la cobertura del alineamiento y es igual al nimero de residuos alineados estructuralmente dividido por la longitud del modelo
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vkc
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3b74
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1uaa
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vkc
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1lt7
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vkc
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2d9i
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2x38
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vkc
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2gjx
http://ca.expasy.org/enzyme/3.2.1.52
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1yq2
http://ca.expasy.org/enzyme/3.2.1.23
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1o7a
http://ca.expasy.org/enzyme/3.2.1.52
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2je8
http://ca.expasy.org/enzyme/3.2.1.25
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1ea0
http://ca.expasy.org/enzyme/1.4.1.13

Tabla 11. Prediccion de el sitio activo de la proteina hipotética p284 de T.cruzi

Rango  Cscore'® IDEN? Cov. BS-

1 0.06 3b7zA (Prot.sefial) 0.809 2.37 0.081 0.890 0.81 B7N
loizB

2 0.06 (Transporte) 0.496 5.12 0.058 0.739 0.66 TRT
1gjwA

3 0.06 (transferasa) 0.422 5.54 0.074 0.657 0.64 PO4
1HwA

4 0.06 (Oxidorreductasa) 0.420 6.62 0.032 0.749 0.66 F3S
3b74A

5 0.06 ( Prot.sefial ) 0.814 2.32 0.081 0.890 0.64 PEE
1jz6A

6 0.06 (Hidrolasa) 0.402 5.52 0.061 0.629 0.68 DMS
loipA

7 0.06 (Transporte) 0.481 5.00 0.065 0.714 0.95 SO4

8 0.06 2wziA (Hidrolasa) 0.340 6.33 0.056 0.569 0.92 GOL

Cscore"®: valor de confianza de la prediccion del sitio activo. De 0 a 1, entre més alto més confiable TM-score es una medida de la similitud estructural global entre la secuencia query y la
plantilla. RMSD?* es el RMSD entre residuos que estan estructuralmente alineados por alineamiento TM .IDEN?®: porcentaje de identidad de la secuencia en una region estructuralmente alineada.
Entre mas alto el porcentaje mayor homologia Cov: representa la cobertura del alineamiento y es igual al nimero de residuos alineados estructuralmente dividido por la longitud del modelo
BSscore: medida de similitud local entre la sec. Query y la sec. plantilla.

Tabla 12. Ligandos predichos por I-TASSER y sus respectivas constantes de inhibicion calculadas por Docking Server.

LIGANDO Ki
B7N No aparece
TRT 419.38 mM
PO4 14.86 mM
F3S 831.20 mM
PEE No aparece
DMS 9.67 mM
SO4 4.28 mM
GOL 794 M
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3b7z
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1gjw
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1llw
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3b74
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1jz6
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1oip
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2wzi

8.4.8 Resultados SAS:

Figura 8. Aproximacion de la estructura tridimensional de la proteina hipotética p284 obtenida de SAS basada en la estructura de
la plantilla 2vkc que es una hidrolasa

La tabla 13 muestra las plantillas utilizadas para la estructura propuesta. También se destaca el uso de

proteinas con el dominio Smr o relacionadas.

Tabla 13. Resultados de los Hits estructurales detectados por SAS para la proteina hipotética p284 de T.cruzi.

Smith- % de Superp Long.  z-score E-
Rango  Waterman ldentidad a.a. Sec. Nombre Proteina
score
1. - - - 283 - - - Secuencia Problema
2. Solucion de la estructura del
134 30.8% 91 96 1693  0.014  54gj:a  dominio smr de nedd4-binding
protein 2
127 32.0% Solucion de la estructura del
3. 103 105 160.4 0045  oykeA dominio b3bp smr

Estructura cristal del dominio
4, 120 33.8% 77 81 153.7 0.1 3fau'B relacionado con peq.
Mutaciones en humanos (Smr)

Solucion de la estructura del
5. 115 37.1% 70 94 1469 025  1yamA dominio KH

*Smith-Waterman score: puntaje para alineamiento local. Deteccion de regiones similares entre dos secuencias Z-score: Valor estandar E-value: Expect Value
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8.4.9 Resultados (PS)*
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Figura 9. a). Estructura predicha por (PS)?para la regién 140 - 231 de la Proteina hipotética p284 de T.cruzi basada en la
plantilla b). Factor B predicho por el programa (PS)?

8.5 Prediccion de las caracteristicas energéticas de la Proteina Hipotética:

C). d).

Figura 10. Geometria de la proteina hipotética p284 de T.cruzi generada por el programa Docking server a). Estructura general de la proteina
hipotética p284 que b). Ligando SO, c). Estructura secundaria diferenciando hélices alfa (rojo) ldminas beta (amarillo) y enrrollamientos
aleatorios (blanco) d). superficie de la proteina
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Tabla 14. Caracteristicas energéticas de la geometria de la proteina hipotética p284 de T.cruzi con el ligando SO,

Rango Energialibre  Constante de Energia Energia Energia Superficie de
de unién Inhibicién vdW + Hbond electrostatica Intermolecular  Frecuencia Interaccion
estimada Ki + disuelta Total

1 -3.23 4.28 mM -3.22 -0.01 -3.23 90% 195.913
) kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Tabla 15. Resultados de Docking server en donde se muestran interacciones de la proteina con el ligando

Ligando Proteina

o VAL28
S VAL28
S PHE42
(0] PHE42
S ALA85
o ALA85
S ILE87
(0] ILE87
1004 Wrroreive INTERACCIONES
-
- 42: PHE
"o LI 85 ALA

2 87: ILE

LAMINAS BETA ANTIPARALELAS

LAMINAS BETA PARALELAS

HELICES ALFA

L )
o 50 100

Figura 16. Gréafica HB plot que muestra las interacciones de la proteina hipotética p284 generada por Docking server.
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9 DISCUSION

El andlisis de la secuencia de la proteina hipotética p284 de T.cruzi a través de los diferentes
programas bioinformaticos permitié la obtencion resultados concluyentes. Para empezar, los analisis
realizados con BLAST mostraron que esta proteina posee el dominio Smr (Small mutations related
domain), que es el dominio caracteristico de un grupo de proteinas denominadas MutS2, homdlogas
de las proteinas MutS1, que son enzimas altamente conservadas comprometidas con las reparaciones
de los desajustes del ADN, la recombinacion meiotica y otras modificaciones genéticas (23, 24). Las
proteinas homdlogas de MutS han sido encontradas en muchas especies incluyendo eucariotas,
Archaeas y bacterias, y han sido agrupadas dentro de la familia MutS (23,25). Las proteinas MutS2
carecen del dominio de reconocimiento de MutS1, pero contienen una extension C-terminal adicional:
Small MutS-related (Smr) domain (23, 24, 25). Las proteinas MutS2 reconocen las transiciones entre
el ADN de una sola hebra (ssDNA) y el ADN de doble hebra (dsDNA) que ocurre durante la
recombinacion (23, 25). Mientras que las proteinas MutS1 reconocen y remueven los errores de
coincidencia heterdlogos, las proteinas MutS2 parecen interferir en las recombinaciones tanto
heter6logas como homologas (23). De este modo las proteinas MutS2 pueden regular la
reorganizacion del ADN endogeno en el entrecruzamiento meidtico y en la segregacion
cromosomica, asi como en la incorporacion de ADN exdgeno (23, 24, 25). Los resultados de BLAST
también mostraron que la secuencia analizada esta altamente conservada entre diferentes cepas de

T.cruzi, y también en otros kinetoplastidos como Leishmania (ver tabla 1).

Por otro lado, las caracteristicas fisicoquimicas predichas por el programa Protparam revelaron varios
aspectos muy importantes acerca de la proteina hipotética. Su secuencia tiene 283 residuos, 39 de
ellos estan cargados positivamente y 37 estan cargados negativamente. Esta informacion es
importante porque se ha detectado que la composicion de aminoacidos varia sutilmente entre
proteinas con diferentes localizaciones subcelulares (26). En un pH neutro las proteinas intracelulares
tienden a tener una mayor fraccion de residuos cargados negativamente mientras que las proteinas
nucleares se caracterizan por tener un porcentaje relativamente elevado de aminoacidos cargados
positivamente (26, 27). La carga positiva de estas proteinas les sirve para unirse al ADN, que esta
cargado negativamente (26, 27) Segun lo anterior es probable que la proteina hipotética p284 sea una
proteina nuclear pues tiene mayor cantidad de residuos cargados positivamente que de residuos

cargados negativamente.
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Otro valor calculado por este programa fue el del peso molecular de la proteina. Este valor es
importante porque los polimeros de aminoécidos se pueden diferenciar de acuerdo a su peso; las
moléculas con pesos moleculares que van de varios miles a millones de daltons se Ilaman
polipéptidos y aquellas con pesos moleculares bajos, tipicamente consistiendo de menos de 50
aminoacidos se llaman péptidos (27, 28). Debido a que el peso calculado para la proteina hipotética
sobrepasa los cientos de miles de daltons (299930.9) esta se puede clasificar como un polipéptido. Se
debe tener en cuenta que debido a que en el célculo que realiza el programa para predecir el peso
molecular de la proteina no se incluyen las modificaciones post-translacionales (glicosilaciones) el
valor del peso molecular no es preciso, sin embargo es una buena aproximacion al peso real, que solo
puede ser determinado por medio de una espectroscopia de masas realizada en un laboratorio (16).
Protparam también determind el caracter basico o &cido de la proteina por medio del célculo del
punto isoeléctrico tedrico (pl) que es el pH en el que la proteina tiene igual nimero de cargas
positivas y negativas y por lo tanto la carga neta es cero (27, 28). Todas las proteinas tienen un grupo
amino en un extremo y un grupo carboxilo al otro al igual que numerosas cadenas de aminoacidos,
algunas del las cuales estan cargadas; por esta razén, cada proteina tiene una carga neta (11, 27, 28).
La carga neta de una proteina esta fuertemente influenciada por el pH de la solucién (11, 28). Cuando
el valor del pH baja hay més iones H+ en la solucion, estos iones de H+ se unen a los sitios negativos
en los aminoacidos volviendo positiva la carga de la proteina; de manera opuesta, cuando el valor del
pH se hace méas basico la proteina se hace mas negativa (27, 28, 29). En el caso de la proteina
hipotética el pl tedrico fue de 8.33, es decir que la proteina es de caracter basico. Las proteinas
basicas se asocian con funciones que tienen que ver con el ADN como en el caso de las histonas (26,
29).

Otro aspecto fisicoquimico determinado por Protparam fue el coeficiente de extincion que indica
cuanta luz es absorbida por una proteina en una longitud de onda determinada (11, 30). Generalmente
el coeficiente es calculado por medio de una espectrofotometria de rayos UV pero también puede ser
calculada utilizando la composicion de aminoacidos y la absorbancia de la cisteina, la tirosinay el
triptéfano por medio de una ecuacién (11, 30). En los resultados del coeficiente de extincion siempre
se obtienen dos valores, uno teniendo en cuenta todos los pares de residuos de cisteinas y otro
asumiendo que todos los residuos de cisteina estan reducidos. Esto se debe a que el grupo sulfhidrilo
de la cisteina es altamente reactivo siendo su reaccién mas comun una oxidacion reversible que forma
un disulfido (30). La oxidacién de dos moléculas de cisteina forma cistina, una molécula cuyo enlace

produce la fomacion de puentes disulfuro que ayudan a estabilizar muchos polipéptidos y proteinas
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(27, 28, 30). El coeficiente de extincion para la proteina hipotética p284 teniendo en cuenta todos los
pares de residuos de cisteinas fue de 6085 y asumiendo que todos los residuos de cisteina estan
reducidos es de 5960 (ver tabla 4). Estos resultados pueden tener hasta un 10% de error debido a que
la proteina no tiene triptéfano (16). El hecho de que la proteina no tenga triptofano corrobora la idea
de que la proteina hipotética p284 es una proteina nuclear pues estas proteinas tienen generalmente
un bajo porcentaje de residuos aromaticos (30). Un compuesto con un alto valor de coeficiente de
extincién molar es muy eficiente en la absorcion de luz de la longitud de onda adecuada y, por lo
tanto, puede detectarse por medidas de absorcion cuando se encuentra en disolucion a

concentraciones muy bajas (30).

Protparam también calcul6 la vida media estimada de la proteina que es una prediccion del tiempo
que le toma a la mitad de la cantidad de una proteina para desaparecer después de ser sintetizada en la
célula. Los valores del tiempo estimado que duraria la proteina hipotética p284 en diferentes medios
bioldgicos (in vivo e in vitro) obtenidos por este programa indican que es estable (ver tabla 5).; la
vida media de las proteinas es altamente dependiente de la presencia del amino acido N-terminal y
por lo tanto de la estabilidad total de la proteina (16). La importancia de los residuos del N-terminal
se conoce generalmente como la regla de la N-terminal que en resumen dice que el aminoacido que
se encuentre en el N-terminal determina la vida media de las proteinas (16, 28). Los valores de la vida
media estimada para los diferentes aminoacidos han sido calculados en mamiferos, levadura y E.coli,
a partir de estos valores que se estimo cual seria la vida media para la proteina hipotética p284 de
acuerdo del aminoacido que posee en el extremo N-terminal. Existen otros dos valores calculados por
este programa que indican que la proteina es estable, estos son el indice de inestabilidad y el indice
alifatico. El indice de inestabilidad provee un estimado de la estabilidad de la proteina en un tubo de
ensayo; una proteina que obtenga un valor de inestabilidad menor a 40 se considera como estable, y
mayor a 40 como inestable (16). La proteina hipotética p284 de T.cruzi obtuvo un valor de 39.27 y es
considerada como estable (ver tabla 6). El indice alifatico, que es el volumen relativo ocupado por
cadenas alifaticas (Alanina, Valina, Isoleucina y Leucina), obtuvo un valor alto (ver tabla 6)
indicando que la proteina tiene un alto contenido de cadenas alifaticas que le proveen
termorresistencia y por lo tanto estabilidad en diferentes condiciones (11, 16, 28). Por ultimo este
programa calculd el valor GRAVY (Grand Average of Hidrophaty) que permitié determinar que la
proteina es hidrofilica pues el valor resultante fue negativo (ver tabla 6). La presencia de grupos

polares en las cadenas laterales localizadas en la superficie de las proteinas, a diferencia de los grupos
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hidrofobicos que se encuentran al interior, es la que favorece la solubilidad de las proteinas en el
agua, y por lo tanto la que determina el valor GRAVY (16).

Por medio del programa GOR IV se predijeron los patrones de plegamiento de la estructura
secundaria de la proteina hipotética. Los arreglos regulares de la estructura secundaria son de dos
tipos principales: hélices alfa, con patrones de repeticion de puentes de hidrogeno locales y laminas
beta con patrones repetitivos entre partes distantes de la cadena polipeptidica (11, 27, 28)Los
resultados de la prediccion mostraron que 116 de los residuos de la proteina, es decir el 58.66%,
forman hélices a, 88 de los residuos, es decir el 31.10%, forman enrrollamientos aleatorios y 29 de

los residuos, es decir el 10.25%, forman laminas B (figs 3 y 4). ,

En cuanto al analisis de los motivos de la proteina y dominios de la proteina que constituyen la
estructura terciaria se encontraron los siguientes resultados. Por medio del software Motif.search se
determiné que la secuencia de la proteina hipotética tiene una gran similitud con el motivo SMR de la
superfamilia Smr coincidiendo con los resultados de BLAST (ver tabla 7). Por medio del programa
SCOP (Structural classification of proteins) la proteina hipotética fue clasificada dentro de la clase de
las proteinas a+p pues contiene tanto hélices a como laminas B, principalmente laminas beta
antiparalelas y regiones segregadas de alfa y beta (ver tabla 8). SCOP también clasificé la proteina
hipotética dentro del grupo de las proteinas que se pliegan de la forma IF3-like que se describe en

detalle en la tabla 8.

La estructura tridimensional de la proteina fue determinada en primer lugar por I-TASSER que generd
cinco modelos a partir de partida estructuras “plantilla” (con secuencias similares) obtenidas del
Protein Data Bank. Cada uno de los modelos generados estaba acompafiando por un C-score que es el
valor de confianza de la prediccién de la estructura tridimensional. El C-score es un estimado de la
calidad de los modelos predichos y es calculado basandose en la significancia (Z-score) de los
alineamintos hechos automaticamente en el programa LOMETS, y la convergencia (densidad de
clusters) de las simulaciones de I-TASSER (31). Los puntajes del C-score se encuentran tipicamente
entre -5y 2, en donde un puntaje mas alto refleja un modelo de mejor calidad. En general, los modelos
con un C-score > -1.5 tienen plegamientos (31). En el caso de la proteina hipotética p284 de
Trypanosoma cruzi el modelo 1 (figura 5) con el mejor C- score (-3.13) se considera dentro del
promedio pero no alcanza valores mayores a -1.5, indicando que puede que la prediccion tenga
algunos plegamientos que no estan del todo correctos, sin embargo es un buen C-score que indica que

hay buena aproximacion a la estructura tridimensional de la proteina. En la tabla 9 se puede ver el top
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de las plantillas utilizadas por I-TASSER para la construccion del modelo tridimensional; estos
resultados hacen evidente que la construccion de los modelos tridimensionales realizada por |-
TASSER se basé en proteinas con el dominio Smr, pues 5 de las 10 plantillas utilizadas tienen este
dominio (ver tabla 9 en rojo).

I-TASSER también predijo la posible funcién de la proteina utilizando el valor de el EC- score que es
un puntaje de confianza que puede ser usado para la anotacion funcional de la proteina (31). Un EC-
score > 1.1 es un buen indicador de similitud en la funcién. A pesar de que los valores del EC-Score
no llegan a 1.1 existe una coincidencia en los 3 primeros tres nimeros de los valores EC (ver tabla 10
resaltado en rojo) que puede indicar un grado de alto de confianza en la prediccion (31). La mayoria de
los hits de PBD tienen funcion de hidorlasas lo que indica que es probable que la protreina hipotética
p284 tiene esta funcion. Este programa también predijo los posibles ligandos de la proteina hipotética

que se pueden ver en la tabla 11.

Otro de los programas que se utilizo para la prediccion de la estructura 3D de la proteina hipotética fue
SAS (Sequence Annotated by Structure) que es una herramiena para encontrar informacion estructural
de una secuencia dada utilizando la secuencia FASTA de una proteina para escanearla contra todas
las proteinas de estructura 3D conocidas en el Protein Data Bank (PDB). Este programa es un servidor
automatico de modelacién de homologias. Utiliza un consenso efectivo combinando el uso de los
programas PSI-BLAST, IMPALA, y T-Coffee. La estructura tridimensional es generada utilizando el
programa MODELLER (Figura 9); después de superponerla con la estructura generada por I-
TASSER en el programa RasMol se evidencié que son muy similares. Por Gltimo, el programa (PS)?
(figura 9) realizé otra prediccion de la estructura tridimensional muy similar a la de I-TASSER y SAS.
Las comparaciones entre las estructuras generadas por los tres programas fueron realizadas utilizando
RasMol y Swiss pdb viewer. Adicionalmente (PS)? gener6 una grafica que muestra el factor B de la
secuencia de la proteina (figura 9). El factor B describe la reduccién de la intensidad de dispersion
coherente de rayos X, neutrones o electrones por un cristal debido al movimiento térmico de los
atomos en la red cristalina (32). La teoria dice que este factor puede indicar donde hay errores en la

posicion de los &tomos en la construccion de los modelos tridimensionales (32).

Por altimo los resultados de caracteristicas energeéticas y de union al ligando de la proteina hipotética
p284 generados por medio del programa Docking server se realizaron utilizando como ligando al SO,
que fue el ligando predicho con I- TASSER con la constante de inhibicion Ki mas baja, es decir con

mayor afinidad con la proteina hipotética (ver tabla 12). La estructura tridimensional utilizada para el
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Docking fue obtenida a partir del modelo generado por I-TASSER con el mayor C-score con algunas
modificaciones menores realizadas en RasMol teniendo en cuenta los modelos de (PS?) y SAS. Con
el archivo .pdb de la estructura y la conformacion del ion SO, obtenida de Pubchem Docking server
gener0d imagenes de la geometria de la proteina hipotética p284 y de la posible conformacion del sitio
activo (ver figura 10) (33). En la tabla 14 se pueden observar los valores de la energia de union entre
la proteina y el ligando calculados por este programa, en primer lugar se presenta el valor de la
Energia libre de union estimada que indica si la union de la proteina con el ligando ocurre de manera
espontanea o no. Si este valor, también conocido como AG, es negativo indica que la reaccion ocurre
de manera espontanea (exergdnica), si es positivo indica que la reaccion no es espontanea
(endergonica), y si es igual a cero indica que esta en equilibrio (11). En este caso el valor de la
energia libre de union es negativa (-3.23 kcal/mol) lo que indica que la reaccidn ocurre de manera
espontanea. EIl segundo valor en la tabla es la Constante de inhibicion Ki que es la concentracion de
ligando necesaria para ocupar la mitad de los sitios de enlace al ligando disponibles; mientras mas
afin es una proteina a un ligando, menor cantidad de ligando requiere para ocupar el 50% de sitios de
unién a ligando (11, 33). El valor de la Ki para la interaccion de la proteina hipotética p284 con el
ligando SO, fue de 4.28 mM, el valor mas bajo de todas las constantes de inhibicion calculadas por
Docking Server para los 8 ligandos predichos por I-TASSER. Este valor bajo indica que hay una muy
buena interaccion proteina-ligando (33). El tercer valor en la tabla es Energia vdW + Hbond
+ disuelta y nos muestra la sumatoria de 3 fuerzas energéticas, las interacciones de Van der Waals,
los puentes de hidrdgeno y la energia de desolvacion. Las interacciones de Van der Waals se refieren
a las fuerzas de repulsién o atraccion entre moléculas y definen el caracter quimico de muchos
compuestos organicos. Los puentes de hidrogeno son enlaces formados por la atraccion de atomos
electronegativos y atomos de hidrogeno y La energia de desolvatacion es el cambio en la energia
libre cuando se remueve el solvente del medio. La suma de estas tres fuerzas fue de -3.22 kcal/mol.
El cuarto valor de la tabla es la Energia electrostatica que muestra el grado de atraccion o repulsion
electrostatica (cargas eléctricas en reposo) de la union de la proteina y el ligando. La union de la
proteina hipotética p284 con el ligando SO, hace que esta adquiera una carga electrostatica negativa
de -0.01 kcal/mol. El quinto valor de la tabla es la Energia intermolecular total que coincide casi
exactamente con el valor de la energia libre de unién (-3.23) y es la energia de la sumatoria de las
fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrégeno de las moléculas. El sexto valor de la tabla es la
Frecuencia de la ocurrencia de la interaccion proteina-ligando. En el caso de la interaccion de la

proteina hipotética p284 y el ligando SO, es del 90%, un porcentaje bastante alto (33). Por ultimo la
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tabla 14 muestra la Superficie de interaccion entre el ligando y la proteina (195.913A). Entre mayor
sea la superficie de interaccion mejor sera la interaccion entre la proteina y el ligando (35,30).

Las interacciones especificas entre los residuos del sitio activo y el iébn SO4 se muestran en la tabla
15. Los aminodcidos del sitio activo son Valina, Fenilalanina, Alanina e Isoleucina y los tres
interacttan con el SO,

Por altimo este programa generd un grafico HB plot (Figura 11) que muestra la relacién entre la
estructura de la proteina y su comportamiento dinamico. EI HB plot ofrece un método sencillo para
analizar la estructura secundaria y terciaria de una proteina (32, 33). Los puentes de hidrogeno que
estabilizan los elementos de la estructura secundaria y los que se forman entre residuos de
aminoacidos distantes pueden ser distinguidos en el HB plot, y por lo tanto los aminoacidos
involucrados en la estabilizacion de la proteina y su funcion pueden ser identificados (33). Esta es

una forma grafica de representar las interacciones que ocurren en la proteina (32, 33).
Conclusiones

Los resultados de esta investigacion permitieron concluir que la proteina hipotética p284 es una
proteina nuclear de la familia Muts2 que probablemente actia como una hidrolasa en tareas que
tienen que ver con la recombinacion, y reparacion del ADN de Trypanosoma cruzi. Su estructura
tridimensional es muy similar a la del dominio SMR que es el dominio caracteristico de esta familia.
En cuanto a sus caracteristicas energéticas se encontrd que la proteina tiene una afinidad importante
con el i6n SOy, que fue el ligando predicho por el programa I-TASSER con el menor valor de la
constante de Inhibicion Ki. También se encontré que la secuencia de la proteina esta altamente
conservada entre los diferentes tipos de Trypanosoma cruzi y otros Kinetoplastidos como Leishmania.
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