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Resumen

Hasta ahora se sabe que la actividad y funcién de las células
es dictada por la informacién genética del organismo en cues-
tion, de esta forma se sintetizan las proteinas de acuerdo con
las necesidades del metabolismo celular. Los genes que seran
encendidos van a depender especificamente del momento y las
necesidades fisiologicas de la célula, asi como del tejido al que

pertenezca. De esta forma se sintetizan las proteinas que lleven a
cabo los procesos metabdlicos requeridos, ya que las proteinas,
especificamente las enzimas, son los componentes principales
de las rutas metabdlicas al realizar las reacciones quimicas espe-
cificas que sostienen el metabolismo y les dan mantenimiento a
las estructuras propias de las células. En este capitulo daremos
una vista general de las proteinas con la finalidad de entender-
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las, es decir conocer la importancia para las plantas y de cualquier ser vivo.
También se abordara un apartado donde se muestre una ruta bioinformatica
para la busqueda de proteinas y su modelado hipotético.

Aminoacidos: bloques constructores de las proteinas

Los aminoacidos son los compuestos quimicos de los cuales se encuentran
constituidas las proteinas, su estructura quimica general se muestra en la figu-
ra 13.1. El aminoacido debe su nombre a que contiene un grupo amino y un
grupo acido, ambos unidos a un carbono central denominado carbono alfa, al
cual también se le une un atomo de hidrogeno y un grupo R o cadena lateral
que es un comodin, ya que puede ser intercambiado por diferentes Radicales
o compuestos quimicos que le da identidad al aminoacido, dependiendo del
grupo R es el nombre que recibe el aminoacido (Fig.13.1).

H
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R

Figura 13.1. Estructura general de un aminodcido. En azul se muestra el grupo amino, en rojo
el carbono alfa, en verde el grupo carboxilo y en morado el grupo de cadena lateral (radical
R) quien diferencia a los aminoacidos.

Cada aminodcido tiene su propio nombre y su nombre abreviado ya sea
por una o por tres letras (Tabla 13.1). Dependiendo de las caracteristicas qui-
micas del grupo R o radical, los aminodcidos pueden ser clasificados de muy
diferentes formas.
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Tabla 13.1. Caracteristicas y codigo genético de los aminoacidos

Aminoacido Codén  Caracteristicas
AGA
Arginina AGG  Aminodcido esencial para el ser humano, presenta carga positiva
Arg CGA  debido a sus grupos amino extras en su cadena lateral que le otorgan
R CGC  su cardcter basico y es polar. Es glucogénico. Se encuentra en carnes,
CGG  pescado y lacteos.
CGU
o Aminodcido esencial para el ser humano, presenta carga positiva
Histidina . A
His CAC  debido a su grupo imidazol en su cadena lateral que le otorga su
H CAU  caracter basico y es polar. Es glucogénico. Se encuentra en carnes,
pescado y lacteos.
Lisina Aminodcido esencial para el ser humano, presenta carga positiva
Lys AAA  debido a un grupo amino extra en su cadena lateral que le otorga su
K AAG  cardcter basico, es polar y cetogénico. Se encuentra en carnes, pescado
y lacteos.
Acido Aspartico GAU Aminodcido no esencial para el ser humano, presenta carga negativa
Asp GAC debido a un grupo carboxilo extra en su cadena lateral y es polar. Es
D glucogénico. Se encuentra en chicharos, lentejas soya y esparragos.
Acido Glutamico GAA Aminoacido no esencial para el ser humano, presenta carga negativa
Glu GAG debido a un grupo carboxilo extra en su cadena lateral y es polar. Es
E glucogénico. Se encuentra en proteinas vegetales y animales.
AGC
. AGU  Aminodcido no esencial para el ser humano, no presenta carga, pero es
Serina . . . (-
UCA  polar debido al grupo hidroxilo en su cadena lateral. Es glucogénico. Se
Ser . 3 ,
S UCC  obtiene de la hidrdlisis de la seda. Se encuentra en proteinas vegetales
UCG  yanimales.
UCU
. ACA  Aminoacido esencial para el ser humano, no presenta carga, pero es
Treonina . . . i
Thr ACC  polar debido al grupo hidroxilo en su cadena lateral. Es cetogénico
T ACG y glucogénico. Se encuentra en proteinas vegetales y animales.
ACU  Especialmente en el requeson, lentejas y ajonjoli.
Asparagina AAC Aminodcido no esencial, polar sin carga debido a que presenta un
Asn AAU  8tupo carboxamida como cadena lateral. Es glucogénico. Se encuentra
N en proteinas vegetales y animales.
Glutamina CAA Aminodacido no esencial con cadena lateral polar sin carga. Es muy
Gln CAG importante enla degradacién de aminodcidos y sintesis de aminoacidos.
Q Es glucogénico. Se encuentra en vegetales de hoja verde.
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Aminoacido Codén  Caracteristicas
. GCA o . S .
Alanina Gee Aminodacido no esencial para el ser humano, hidréfobo sin carga, con
Ala Geg  ungrupo metilo como su cadena lateral. Es glucogénico. Se encuentra
A ccu proteinas de origen animal como carne, leche y huevo.
Isoleucina AUA Aminodcido esencial para el ser humano, es hidréfobo sin carga debido
Ile AUC  a que su cadena lateral es alifatica. Es cetogénico y glucogénico. Se
I AUU  encuentra en proteina animal, en la soya y amaranto.
CUA
. CcucC S . .
Leucina CUG Aminodacido esencial para el ser humano, la cadena lateral es alifética
Leu CcuU lo que le confiere su caracter hidrofobo, es cetogénico. Se localiza en
L roteinas animales y en leguminosas.
uuG
Aminoacido esencial para el ser humano, es hidréfobo debido a
su cadena lateral alifitica que presenta azufre, es uno de los dos
Metionina aminoacidos proteicos azufrados. Es glucogénico. Es uno de los dos
Met AUG  dnicos aminodcidos con un solo codon que codifica para el aminodcido
M ademds del Triptéfano, dicho coddn indica el inicio de la sintesis de las
proteinas. Todas las proteinas “nacen” con la metionina como primer
aminodcido.
Aminoacido esencial para el ser humano, hidréfobo debido a que
Fenilalanina uuC contiene un anillo bencénico en su cadena lateral por lo que pertenece
Phe vy @ los aminoacidos aromaticos, es tanto cetogénico como glucogénico.
F Se encuentra en proteina animal leche carne y huevo, y en proteina
vegetal de leguminosas.
Aminoacido esencial para el ser humano, es uno de los dos aminoacidos
Triptofano que es codificado por un solo coddn, el otro es la Metionina. Su
Trp UGG  cadena lateral es un grupo indol aromético lo que le confiere caracter
w hidréfobo. Es cetogénico y glucogénico. Se encuentra en proteina
animal como vegetal.
Tirosina Aminodacido no esencial para el ser humano, aromatico, su cadena
Tor UAC  lateral presenta un anillo bencénico hidroxilado lo que le confiere cierta
Yy UAU  polaridad a la cadena lateral hidréfoba. Es cetogénico y glucogénico. Se
encuentra en proteina animal y vegetal.
. GUA S . cer
Valina GUC Aminodcido esencial para el ser humano, con cadena alifatico lo que
Val GUG le confiere caracter hidréfobo. Es glucogénico. Se encuentra en frutos
\Y% rojos, chocolate, platano.
cuu P
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Aminoacido Caracteristicas

Aminodcido no esencial para el ser humano, es uno de los dos

Cisteina UGC aminodcidos azufrados, el otro es la metionina, en su cadena lateral
Cys ucu ¢ presenta un grupo tiol capaz de formar puentes disulfuro con otra
C cisteina para formar el residuo Cistina. Es glucogénico. Se encuentra en
proteina animal y vegetal.
. CCA Aminodcido no esencial para el ser humano, su cadena lateral alifatica
Prolina . . .
CCC  se une con el grupo amino formando un anillo, lo que le permite a la
Pro . 1. . . . ..
p CCG  cadena polipeptidica dar giros cerrados y cambiar la direccion de los
CCU  motivos. Es glucogénico.
. GGA  Aminoacido no esencial para el ser humano, su cadena lateral es
Glicina ) 1 s , .
GGC  s6lo un hidrégeno lo que le hace ser el aminoacido mas pequeiio, se
Gly . 1 (- .
G GGG  le considera hidréfobo. Es glucogénico. Se encuentra ampliamente

GGU  distribuido en proteina vegetal y animal.

Los aminoacidos alifaticos son aminodcidos cuya cadena lateral o grupo R es
hidrofébico constituido exclusivamente por carbono e hidrogeno.

Los aminodcidos aromaticos contienen un anillo de benceno por lo que son
hasta cierto punto hidréfobos, son utilizados para sintetizar algunas hormo-
nas en el organismo.

Los aminoacidos acidos justo tienen la caracteristica de ser acidos y tienen
carga negativa, mientras que los aminodacidos basicos son basicos o alcalinos y
tienen carga positiva, en ambos casos por tener carga positiva o negativa son

aminodcidos hidrofilos.

Los aminoacidos amidas contienen un segundo grupo amino en su cadena
lateral por lo que estan cargados positivamente y son hidrdfilos.

Los aminoacidos hidroxilados contienen grupos OH en su cadena lateral lo
que los hace ser hidroéfilos.

Los aminodcidos azufrados contienen azufre en su cadena lateral.

La prolina es el tinico aminodacido en el que su cadena lateral se une con el
grupo amino y forma un anillo.
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Enlace Peptidico

Se considera una proteina cuando se han enlazado de forma lineal 100 o mas
aminoacidos y se considera péptido cuando se han enlazado menos de 100
aminoacidos. El enlace entre aminoacidos se lleva a cabo mediante el denomi-
nado enlace peptidico que es un enlace covalente entre el carbono del grupo
acido del primer aminodcido con el nitrégeno del grupo amino del segundo
aminoacido, al formarse el enlace peptidico se desprende una molécula de
agua como se muestra en la Figura 13.2.

H,O
H O H (@] H (@)
N /4 N/ f N 7
N—C—C N—C—C N—C — —C—C
/ I I AN / I I \
H R1 O—H H R2 O—H H R1 R2 O—H

Figura 13.2. Unidén peptidica entre dos aminoacidos. El OH del carboxilo del aminoacido
uno; se une con el hidrégeno del grupo amino del segundo aminoacido, liberando una molé-
cula de agua durante la reaccion de formacion del enlace peptidico entre el carbono del grupo

acido del primer aminodcido y el nitrégeno del grupo amino del segundo aminoacido.

El enlace peptidico es un enlace mas corto que el enlace covalente sim-
ple y también es rigido como un doble enlace covalente, ambas caracteristicas
son debido a que la nube electrénica del doble enlace entre el carbono con el
oxigeno del grupo carboxilo también resuena en el enlace peptidico entre el
carbono del grupo carboxilo del primer aminoacido y el nitrégeno del grupo
amino del siguiente aminodcido, de tal forma que podriamos mencionar que
el enlace peptidico es un “semidoble enlace covalente” Los demas enlaces co-
valentes simples de los aminoacidos en la cadena de aminoacidos tienen su
movilidad normal de 360°.

Imaginemos una proteina como un collar de perlas, en donde cada perla
es un aminodcido y el hilo que las une es el enlace peptidico. Recordemos
que las cadenas laterales o grupos R de los aminodacidos tienen caracteristi-
cas quimicas que los hacen tener cargas positivas o negativas, ser hidréfilos
o hidréfobos, sabemos que las cargas opuestas se atraen, sabemos que cargas
iguales se repelen, sabemos que lo hidréfilo atrae a lo hidroéfilo, que lo hidré-
fobo atrae a lo hidréfobo y que lo hidréfobo repele a lo hidroéfilo, de esta forma
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imaginemos que en ese collar de aminoacidos algunos aminoacidos se atraen
entre si, que otros aminoacidos de repelen uno a otros, y de esta forma sin
romperse los enlaces peptidicos, se empiezan a generar formas en la cadena
de aminodcidos (proteina) por atraccion y repulsion de las cadenas laterales o
grupos R de los aminodacidos, un ejemplo sencillo es el que mostramos abajo.
Esas diferentes formas van generando estructuras en las proteinas.

Figura 13.3. Ejemplo sencillo de atracciones y repulsiones en la cadena de aminodcidos.

Importancia y funciones de las proteinas.
Aspectos nutricionales de las proteinas

Todos los organismos vivos estamos hechos de proteinas en mayor o menor
grado, en general de dos tipos de proteinas, proteinas sin actividad metabolica
y proteinas con actividad metabdlica (enzimas). Las proteinas sin actividad
metabdlica, son proteinas estructurales y/o de almacenamiento, es decir for-
man parte de estructuras como los ribosomas, forman parte del cito esqueleto
de las células, y las proteinas de almacenamiento que forman granulos protei-
cos en las células del endospermo o cotiledones de las semillas, que le serviran
a la semilla para alimentarse y activar el metabolismo para la germinacién y
establecimiento de la nueva planta en suelo, entre otras muchas funciones de
las proteinas.

Las proteinas con actividad metabdlica basicamente son enzimas que lle-
van a cabo las reacciones bioquimicas dentro de nuestras células con lo que se
mantienen la homeostasis del organismo.

Por su origen las proteinas pueden clasificarse en proteinas de origen ani-
mal o proteinas de origen vegetal. Las proteinas de origen animal son las de
alto valor nutricional para el ser humano, estas son las proteinas de la leche, el
huevo y todo tipo de carne o pescado.
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Las proteinas de intermedio valor nutricional para el hombre, en general
son las proteinas de leguminosas y las de cereales. Los vegetarianos mezclan
proteinas de leguminosas con proteinas de cereales y de esta forma consu-
men proteina de mejor calidad nutricional, ya que se complementan en su
valor nutricional. Es recomendable que los nifios que estan en crecimiento
consuman proteinas de alta calidad nutricional, mientras que los adultos se
encontraran en buenas condiciones consumiendo la mezcla de proteinas de
leguminosas con cereales.

La calidad nutricional de las proteinas depende del niimero y cantidad
de aminoacidos de los cuales se encuentre constituida la proteina. Existen 20
aminoacidos de los cuales estan conformadas las proteinas, 10 de ellos son ami-
nodcidos esenciales, lo que significa que deben ser ingeridos de los alimentos ya
que nuestro organismo no es capaz de sintetizarlos, de esta forma las proteinas
constituidas por esos 10 aminoacidos esenciales y cuyas cantidades en la misma
proteina sean las adecuadas para el ser humano, constituyen proteinas de alto
valor nutricional (leche, huevo, todo tipo de carne y pescado), mientras que las
proteinas de origen vegetal como leguminosas y cereales, presentan de bajo a
intermedio valor nutricional, de ahi que daban ser combinadas.

Las proteinas, tanto enzimas como proteinas estructurales y de almace-
namiento que se encuentran en las células de animales y vegetales son de las
que nos alimentamos. Desde el punto de vista nutricional las proteinas son
de gran importancia en la alimentacién del ser humano, en general se reco-
mienda 0.99 g de proteina por kilogramo de peso al dia. De esta forma, una
persona de 60 kg debera consumir 59.4 g de proteina al dia y una persona de
80 kg debera consumir 79.2 g de proteina al dia, para nada son las cantidades
exorbitantes que solemos consumir.
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Tabla 13.2. Aminodcidos esenciales y no esenciales para el organismo humano

Histidina Alanina
Isoleucina Asparagina
Leucina Acido aspértico
Lisina Acido glutdmico
Metionina Cisteina
Fenilalanina Glutamina
Treonina Glicina
Triptéfano Prolina

Valina Serina
Arginina* Tirosina

*El aminodcido Arginina es esencial durante la infancia.

Niveles estructurales de las proteinas
Estructura primaria

En este apartado y para fines mas didacticos, se analizaran los tres niveles es-
tructurales de la proteina 3-expansina de maiz (EXPB1_MAIZE).

La estructura primaria de una proteina se refiere a la secuencia de ami-
noacidos en la cadena polipeptidica (proteina), dicha secuencia esta dada por
la informacién genética almacenada en el ADN, recordemos que los aminoa-
cidos estan codificados por tripletes de nucledtidos denominados codones. En
la figura 13.4, se observa los primeros treinta nucledtidos y su complementa-
rio de la secuencia de la EXPA1 de maiz. Ha de recordar el lector que, en todas
las secuencias de ADN, al inicio de cada cadena lleva el 5"y al final el 3. Debi-
do a que son treinta nucleétidos, entonces se formaran 10 codones o tripletes
de nucleétidos y por lo tanto diez aminodcidos; esto se puede observar en la
misma figura en el primer marco de lectura abierta (IMLA), donde el codén
atg codifica para M, o metionina y el dltimo gtc para V, o valina.

Sin embargo, existe la posibilidad de que la lectura del gen empiece en el
segundo nucledtido y de alli se forme otro diferente codén que seria tgg que
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seria el 2 MLA. En la figura 13.4, el nucle6tido que no se tomaria en cuenta
para la nueva lectura esta de color rojo. A este tipo de lectura se le conoce
como marcos de lectura abierta (MLA), lo que quiere decir que en nuestra
secuencia se tienen seis diferentes MLA, de esta manera se tendrian seis se-
cuencias de aminoacidos diferentes. Para el cuarto MLA, éste empezaria en la
cadena complementaria en la direccién de 5’a 3" por lo que el primer codéon
seria gac que codifica para D o acido aspartico.

Por lo que el primer coddn seria gac que codifica para D, o acido aspartico.
También se observa que en los MLA tres, y seis existen codones de paro qué es-
tan representados por un guion (taa, tga, que en el ARN serian uaa y uga).

Secuencia de ADN

5’ atg gga tcc ctc gtt aat aac atc atg gtc 3’
3’ tac cct agg gag caa tta ttg tag tac cag 5’

Marcos de lectura abierta

1 MLA

atg gga tcc ctc gtt aat aac atc atg gtc
M G SLVNNIT MYV

2 MLA
atgg gat ccc tcg tta ata aca tca tgg

W D P SLI T SW

3 MLA

atggg atc cct cgt taa taa cat cat ggt
G I PR - - HHG

4 MLA

gac cat gat gtt att aac gag gga tcc cat
DHDVINE G SH

5 MLA
gacc atg atg tta tta acg agg gat ccc

T MML LT RDP

6 MLA
gacca tga tgt tat taa cga ggg atc cca
p - CY-R G I P

Figura 13.4. Marcos de lectura abierta (MLA). En la figura se observan los seis MLA de la
secuencia de ADN. En rojo se representan las bases nitrogenadas que no se toma en cuenta para
la formacién del codén y el guion es el codén de paro (https://web.expasy.org/translate/).
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También con la estructura primaria se puede predecir la estructura se-
cundaria de la proteina. Como ejemplo se tiene la estructura primaria de una
expansina nombrada en la base de datos como EXPB1_MAIZE (Fig. 13.5);
las expansinas son proteinas que modifican la pared celular de plantas. En la
misma figura, se muestra, que la secuencia de aminoacidos lleva un orden,
en este ejemplo la proteina comienza con el aminoacido uno el cual es M o
Metionina y corresponde al grupo Amino terminal (H,N* -, NH,*-) libre, y asi
sucesivamente hasta el altimo aminodacido, que en este caso es el aminoacido
Y, o tirosina, que se distingue por el grupo carboxilo (- COO") libre. Los enla-
ces peptidicos son la fuerza que mantiene la estructura primaria.

>sp|P58738|EXPB1_MAIZE  Expansin-B1 OS=Zea mays OX=4577 GN=EXPB1 PE=1 Sv=2
MGSLANNIMVVGAVLAALVAGGSCGPPKVPPGPNITTNYNGKWLTARATWY GQPNGAGAPDNGGACGIKNVNLPPY
SGMTACGNVPIFKDGKGCGSCYEVRCKEKPECSGNPVTVYITDMNYEPIAPYHEDLSGKAFGSLAKPGLNDKIRHCGI
MDVEFRRVRCKYPAGQKIVFHIEKGCNPNYLAVLVKYVADDGDIVLMEIQDKLSAEWKPMKLSWGAIWRMDTAKALK
GPFSIRLTSESGKKVIAKDVIPANWRPDAVYTSNVQFY

Figura 13.5. Secuencia de aminoacidos de una expansina de maiz (EXPB1_MAIZE). Som-
breado en verde es donde inicia el modelo de la estructura 3D. Sombreado en gris, el dominio
EG45 y sombreado en azul el dominio CBD y en magenta el motivo conservado HFD carac-

teristico de las expansinas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Estructura secundaria

Existen dos tipos de estructura secundaria en una proteina, la denominada
alfa hélice y la denominada beta hoja plegada, ambas estructuras son estables
gracias a la gran cantidad de puentes de hidrégeno (atracciones electrostaticas
entre cargas negativas y positivas) que se generan entre las cadenas laterales de
los aminodcidos. Ambas estructuras basicamente se generan por la secuencia
de aminoacidos, los estudios de estas estructuras muestran aminoacidos con
mayor prevalencia en cada una de ellas, como se muestra en la tabla 13.3.
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Tabla 13.3. Aminodcidos que muestran mayor presencia en las estructuras secundarias

Alfa Beta Vuelta
Hélice Plegada Reversa

Aminoacido

Glicina 0.43 0.58 1.77
Asparagina 0.76 0.48 1:34
Prolina 0.34 0.31 1.32
Serina 0.57 0.96 1.22
Ac. Aspartico 0.99 0.39 1.24

En la figura 13.6, se muestra la estructura secundaria de la EXPB1_MAI-
ZE, con numero de acceso 2hcz en el PDB. Las letras A mayusculas en rojo
representan la estructura beta, mientras que las letras H mayusculas en azul son
las alfa hélices, los motivos de giro estan representados por el simbolo { para las
vueltas en beta y y vuelta gamma, las uniones entre los niimeros encerrados en
circulo amarillo (1, 2 y 3) representa los enlaces de disulfuro (www.ebi.ac.uk)

En resumen, esta proteina tiene tres alfa-hélices y 14 betas con varios giros
beta y gamma y tres puentes disulfuro donde participan seis cisteinas (C) con-
servadas. Otra manera de presentar la estructura secundaria es como se muestra
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en la figura 13.7. En la figura 13.7a, las flechas en rosa representan las estructu-
ras betas y los cilindros en rojo las alfa-hélices. La primera estructura en beta
empieza con la secuencia de LTARATWY que van de la posicion 20-27, seguida
de otra beta de la posicién 55-59 y dos alfa-hélice de la 60-65 y 66- 68 y asi suce-
sivamente hasta llegar a la posiciéon 131-138 con una beta (Fig. 13.7 ayb).

A B C
A - L
17 B rp i P EEE b L
= b 5
0 PNGAGA PONGGACG TKNVHLPPYSGMTAOGHVPT .lll_l)ﬂ"
wmo
4 10 15 20 2% W 3B 40 45 N B & (\i%
= A A '|' A Hi = H4 ('_I.?‘.l.‘ L
T
FROGRGOGECY EVRCK EX PECEGNPVTVY I TIMNY EPIA PYHFDLSGRA FGS LAK FGLND
(1] T ™ 80 s %0 9 100 105 110 115 120
ﬁ | B = B s ki +
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Figura 13.6. Estructura secundaria de la EXPB1_MAIZE. En letras color rojo corresponde al
dominio I y en azul al dominio II, la letra A mayuscula en rojo arriba de la flecha indica las
estructuras beta, las letras H mayusculas en azul la estructura alfa-hélice (imagen tomada de
PDBSum: www.ebi.ac.uk)
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Figura 13.7. Diferentes modelos de la estructura secundaria de la EXPB1_MAIZE. a) Repre-
sentacion de flechas para las estructuras beta y cilindros para las estructura alfa-hélice; cada
estructura contiene la posicion de los aminoacidos. b) Modelo donde se presenta las estruc-
turas con los aminoacidos correspondientes y su localizacion. Las flechas negras que unen a
las dos figuras muestran la identidad de los dominios (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/
databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz).

Las alfa hélices son estables con vueltas a la derecha (sentido del reloj) e
inestables y poco probables a la izquierda, en cada vuelta completa del alfa héli-
ce hay 3.6 aminodcidos (denominados residuos porque cada aminodcido de la
cadena perdié un grupo OH del carboxilo y un H del grupo amino al formarse
el enlace peptidico), se generan puentes de hidrégeno entre los aminoacidos n
y n+4 lo que le da estabilidad a la estructura. En la figura 13.8a, se observa las
secuencias y el orden de aminoacidos que estan involucrados para la formacion
de las cuatro alfa-hélices presentes en la estructura de EXPB1_MAIZE.
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a b
F
|
Cys73 Arg77
P D
CKEK
Helix 1. Val61-Phe64 Helix 2. Lys65-Gly67 P
Sequence: VPIF Sequence: KDG \\ \\ E 12:12

Length: 4 residues Length: 3 residues C
i | PNGS

Met96 Val89
e (e e O
A A 1.

K D
Helix 3. Gly110-Ser115 Helix 4. Asn122-lle125
Sequence: GKAFGS Sequence: NDKI
Length: 6 residues Length: 4 residues

Figura 13.8. Modelos para las estructuras alfa-hélice y beta plegada. a) secuencia y 6rden de
los aminoacidos que forman las alfa-hélices. b) secuencia y 6rden de los aminodacidos que
forman las beta plegada antiparalelas (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/
pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz)

En las hojas plegadas beta, los residuos de aminodcidos se acomodan en
zigzag formando una especie de acordedn, las cadenas laterales de los ami-
noacidos quedan hacia arriba o hacia abajo del plano en zigzag y los puentes
de hidrégeno que le dan estabilidad a la estructura se forman al interactuar
diferentes zonas de ambas cadenas de aminoacidos, como se observa en la
figura 13.8b. Por ejemplo, en la formacion de una de las betas plegadas en anti-
paralelo de la EXPB1_MAIZE se da entre las posiciones 73-77 con la posicion
89-96 (Fig. 13.8b).

Dos o mas hojas plegadas beta pueden agruparse de forma paralela cuan-
do el sentido de los aminoacidos en ambas cadenas apunta en una misma
direccion o bien de forma antiparalela cuando las cadenas apuntan en direc-
ciones opuestas. Existe mayor estabilidad en la estructura antiparalela, debido
a que los puentes de hidrogeno se encuentran alineados y a menor distancia
que en la forma paralela.

Las fuerzas que mantienen la estructura secundaria ademas de los enla-
ces peptidicos son principalmente la gran cantidad de puentes de hidrégeno
que se forman entre los aminodacidos contiguos, lo que les da gran estabilidad
a ambas estructuras.

En la estructura secundaria existe un elemento de conexién entre alfas
hélices y/o laminas plegadas beta denominado giro beta, vuelta reversa o lazo
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alzar, que no es tan al azar ya que se presenta como conexidn cuando se obser-
va el cambio a otra estructura secundaria o cambio de direccién en la propia
cadena. En estos giros beta existe abundancia de Glicina, Asparagina, Prolina,

Acido aspdrtico y Serina, ademds se presentan puentes de hidrégeno para dar-
le estabilidad.

Dominios y motivos

En 1973 Wetlaufer, defini6 dominios como unidades estables de estructura
proteica que podian plegarse de forma auténoma, hoy en dia un dominio se
refiere a las zonas de la proteina que presenta mayor densidad de plegamientos
y en general son zonas con actividades especificas que colaboran en equipo
con la funcién de la proteina o presenta una estructura independiente.

Por ejemplo, las expansinas consisten de dos dominios que juntos forman
la funcionalidad de la proteina. En el amino terminal se encuentra el dominio
I que es rico en cisteinas y seis de estas son altamente conservadas formando
tres puentes disulfuro (Fig.13.9a), este dominio tiene una alta similitud con el
dominio EG45-like de las endoglucanasas, pero carece de una actividad ca-
talitica neta. El plegamiento de este dominio, consiste de seis betas plegadas
flaqueadas por lazos cortos y alfa-hélices. Hacia el extremo carboxilo terminal
se encuentre el dominio II que funciona como de unién a celulosa; domi-
nio CBD (por sus siglas en inglés). El plegamiento esta conformado por ocho
betas plegadas en antiparalelo, forma estructura de saindwich parecida (Fig.
13.9b) ambas figuras fueron tomadas de Prosite Expasy.

Los motivos dentro de las proteinas son secuencias de aminoacidos entre
2 a 20 aminoacidos que representan zonas conservadas que pueden tener o no
alguna actividad. Estos motivos pueden estar presentes dentro de los dominios
o en otras zonas de la proteina. Por ejemplo, en las expansinas se encuen-
tra el motivo conservado HFD que esta dentro del dominio Iy es altamente
conservados dentro de todas las expansinas; sin este motivo no se consideran
expansinas. En la figura 13.5, se puede observar en la zona sombreada de gris
el dominio I y en azul el dominio II, ademas, del motivo HFD en magenta.
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Ruler:

a) PosTss EXPANSI®- (269
(EXPB1_MAIZE) - (269a3)

Figura 13.9. Arquitectura y estructura de dominios de la EXPB1_ MAIZE. a) arquitectura de

los dominios; el dominio I se muestra en gris con tres puentes disulfuro, el dominio II en na-

ranja. Ademds, se aprecia la longitud de cada uno mediate la regla milimétrica. b) representa

la estructura de ambos dominios; en verde las beta-plagadas y en lila las alfa-hélices (imagen
tomada de Prosite y SWISS-MODEL: https://swissmodel.expasy.org/).

Estructura terciaria

En la estructura terciaria todas las alfas hélices y todas las hojas beta plegadas
formadas con la secuencia de aminoacidos, interactian en el espacio entre
ellas de diferentes formas al parecer buscando la menor energia potencial
almacenada que le dé estabilidad a la estructura terciaria formada, algunos
ejemplos se observan abajo.

La estructura de una proteina dicta la funcién para la cual fue sintetizada,
en otras palabras, la estructura de una proteina estd intimamente relacionada
con su funcién o actividad que desempena dentro del organismo. A partir de la
estructura terciaria las proteinas ya presentan actividad o la funcién para la que
fue sintetizada, mientras que las estructuras primaria y secundaria no tienen
actividad o funcionalidad ya que atin no estan del todo formadas.

Ademas de los enlaces peptidicos ylos puentes de hidrégeno, en la estruc-
tura terciaria intervienen otras fuerzas que le dan estabilidad a la estructura de
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las proteinas, como los puentes disulfuro entre cisteinas, las fuerzas hidrofili-
cas e hidrofdbicas que se generan con la interaccion de las cadenas laterales de
aminoacidos cercanos debido al plegamiento de la cadena.

Enla figura 13.10, se observa la estructura terciaria de la EXPB1_MAIZE,
donde se muestran los dominios estructurales y funcionales de las expansinas.

Dominio I; EG45-like

Dominio II; CBD

Figura 13.10. Estructura terciaria de la EXPB1_MAIZE. Donde se muestran ambos dominios
representes en las expansinas (imagen tomada de SWISS-MODEL).

Estructura cuaternaria

Existen proteinas, por asi decirlo, que no trabajan solas, es decir, para que puedan
desarrollar la funcién para la cual fueron sintetizadas, deben trabajar en equipo
desde dos hasta varias proteinas unidas, algunas siempre unidas y otras se unen
cuando es necesario llevar a cabo su funciéon. En caso de ser separadas no pue-
den realizar su funcion. Un ejemplo de estas proteinas es la catalasa formada por
cuatro cadenas polipeptidicas. Ademas de todas las fuerzas antes mencionadas
que les dan estabilidad a las proteinas, en la estructura cuaternaria intervienen
las fuerzas de Van der Waals, que no son mas que momentos dipolares.
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Ejemplos funcionales de algunas proteinas
Enzimas

Las proteinas con actividad metabdlica basicamente son enzimas que llevan a
cabo las reacciones bioquimicas dentro de nuestras células con lo que se man-
tienen la homeostasis del organismo.

De esta manera las enzimas se clasifican en siete clases dependiendo de
la actividad que realicen y en subclases que describen con mayor precision
dicha actividad.

La clasificacion enzimdtica segtn la EC (Enzyme Clasification, siglas en
inglés), es de siete clases: EC 1, Oxidorreductasas; EC 2, Transferasas; EC 3,
Hidrolasas; EC 4, Liasas; EC 5, Isomerasas; EC 6, Ligasas; EC 7, Translocasas
(Enzyme Nomenclature - QM SBCS) Tabla 13.4.

Tabla 13.4 Clasificacién de las enzimas segtin la EC.

Tipo de Enzimas Funcion

EC1 Oxidorreductasas  Realizan reacciones de oxidorreduccion

EC2 Transferasas Transfieren grupos funcionales entre moléculas

Rompen enlaces utilizando la molécula de agua para completar las

EC3 Hidrolasas moléculas resultantes

EC 4 Liasas Rompen un enlace generando un dobles enlace
EC 5 Isomerasas Genera isdbmeros

EC 6 Ligasas Forman enlaces utilizando ATP

EC 7 Translocasas Translocan substancias a través de las membranas

Ademas, existe la subclasificacion que detalla su modo de accién, por
ejemplo, en la enzima piruvato deshidrogenasa (quinona) cuya clasificacion
es EC 1.2.5.1, el primer nimero indica la clase de enzima, en este caso 1 co-
rresponde a una Oxidorreductasa. El segundo numero que es el 2, indica que
los donadores de electrones son el grupo aldehido o en el grupo oxo. El tercer
numero, en este caso el 5 indica que una quinona o un compuesto similar son
el aceptor de electrones. El ultimo 1 indica que se trata de Piruvato deshidro-
genasa (quinona) (Fig. 13.10a).
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Esta informacién se puede encontrar muy facilmente en la base de datos
BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/oldstart.php), ademas que pro-
porciona la reaccién de la enzima (Fig. 13.10b)

a) Information on EC 1.2.5.1 - pyruvate dehydrogenase (quinone)
1.25.1
EC Tree
L 1 Oxidoreductases
L 1.2 Acting on the aldehyde or oxo group of donors

L 1.2.5 With a quinone or similar compound as acceptor
L |:|1.2.5.1 ruvate dehydrigenase (quinone

b) Reaction Schemes  hide

pyruvate  + ubiquinone + HO = acetate  + CO, + ubiquinol
o O/CHJ O/CHa
0. o) @] O, OH
H:C%OH + rdhd +  HO = /lj\ +  0=C=0 + He™ r\
&) o 7 CH; H,C OH HO Z CHs
CH; CH, CH; CH;

Figura 13.10. Identificacién mediante EC de la piruvato-deshidrogenasa. a) clasificacion
enzimdtica EC 1.2.3.1, b) reaccion que cataliza la 1.2.3.1.

Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana consideradas estructurales, tienen multiples fun-
ciones, por ejemplo, proteinas transportadoras como las que constituyen los
canales y bombas que permiten o no el paso de diferentes sustancias a través
de la membrana dependiendo de las necesidades de la célula.

Un ejemplo es la Palmitoil-transferasa DHHC (Asp-His-His-Cys), enzi-
ma de organismos eucariotas, especificamente enzima integral de membrana
que catalizan la palmitoilacién de proteinas, que es importante en una varie-
dad de procesos fisiologicos, incluida la sefializacion de la pequefia guanosina
trifosfatasa (GTPasa) y la adhesion celular (Fig. 13. 11a).

Proteinas de defensa contra estrés abiotico
Las proteinas de choque térmico o HSP (Heat shock proteins) son proteinas

ubicuas que se encuentran en las células vegetales; descritas originalmente con
relacién al choque térmico. Sin embargo, se ha visto que estas proteinas son
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inducidas por una amplia variedad de estrés como: calor, temperaturas altas,
frio, luz ultravioleta, remodelacion de tejidos entre otros. También actdan en
la estabilizacién de proteinas y ayudan al replegamiento de proteinas en con-
diciones de estrés. En la figura 13.11b, se observa la estructura de la proteina
HSP Pinus tabuliformis.

Las proteinas LEA (Late embryogenesis abundant) son grandes grupos
de proteinas hidrofilicas que contribuyen en numerosos procesos de desarro-
llo y se acumulan en relacién con la salinidad, la sequia, la congelacién y los
tratamientos con fitohormonas y acido abscisico. Estas proteinas se dividen en
8 grupos de los cuales se conoce que el grupo II o dehidrinas (DHN) preser-
van las macromoléculas contra las lesiones causadas por la sequia, la salinidad
y la congelacion (Fig. 13.11c¢)

Proteinas de defensa contra estrés bidtico y oxidativo

La heveina es un péptido de 43 aminoacidos, con actividad sobre la quitina.
Esta proteina fue identificada en el latex del arbol del caucho, Hevea brasilien-
sis, siendo uno de sus componentes proteicos mas abundantes. El mecanismo
de accion de este péptido se basa en la inhibicion del crecimiento de las hifas
de los hongos al unirse a las quitinas de estos mismos, de igual manera, pue-
den causar filtracién del material encontrado en el citoplasma al entrar en
contacto con las hifas (Fig. 13.11d).

Las catalasas son proteinas con actividad enzimatica que pertenecen a
las oxidorreductasas y catalizan la descomposicion del peréxido de hidrégeno
(H,0,) en oxigeno molecular (0,) y H,O. Las catalasas protegen a las células de
los efectos toxicos del peréxido de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno es una
especie reactiva de oxigeno (ERO) y dafa a varias macromoléculas tales como
el ADN, proteinas, lipidos. El incremento de ERO en las plantas es cuando
estan bajo cierto de tipo de estrés, en la figura 13.11e, se muestra la estructura
de la catalasa de Arabidopsis thaliana.

Proteinas involucradas en la germinacion de semillas
Las lipasas actan principalmente en semillas oleaginosas, hidrolizan triglicé-

ridos a dcidos grasos y glicerol y bajo ciertas condiciones catalizan la reaccién
inversa. Algunas de estas enzimas son también capaces de catalizar reacciones
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de transesterificacion e hidrolisis enantioselectivas. Especificamente la Fos-
folipasa A1 especifica de Sn-1 que cataliza el paso inicial de la biosintesis de
oxilipinas y jasmonato (JA) (Fig. 13.11f).

Proteina involucrada en la modificacion de la pared celular

Las Expansinas son proteinas que participan en la expansion de la pared celu-
lar permitiendo que las células vegetales crezcan, participan en la maduracion
de frutos, en la elongacion de la raiz y en el alargamiento celular.

Proteinas involucradas en la fotosintesis

Las carboxilasas en plantas se relacionan con la fotosintesis C4 y CAM, como
la fosfoenolpiruvato-carboxilasa (PEPC), enzima citosélica que produce oxa-
lacetato a partir de una reaccion, es la primera enzima que fija el carbono en
las plantas C4 (Fig.13.11g).

Enzimas generadoras de ATP

Enzimas que catalizan reacciones en las membranas como la cadena de trans-
porte de electrones, realizando reacciones de ¢xido-reduccién para generar
un gradiente quimio-osmético y de esta forma generar el ATP que requiere
la célula.

La ATP sintasa es una de las maravillas del mundo molecular. La ATP
sintasa es una enzima, un motor molecular, una bomba de iones y otro motor
molecular, todo envuelto en una increible maquina a nanoescala. Desempefa un
papel indispensable en nuestras células, construyendo la mayor parte del ATP
que alimenta nuestros procesos celulares. El mecanismo por el cual realiza esta
tarea es una verdadera sorpresa. La sintesis de ATP se compone de dos motores
rotativos, cada uno alimentado por un combustible diferente. El motor en la parte
superior, denominado FO, un motor eléctrico, esta incrustado en una membrana
y funciona con el flujo de iones de hidrégeno a través de la membrana. A medida
que los protones fluyen a través del motor, hacen girar un rotor circular. Este ro-
tor esta conectado al segundo motor, denominado F1. El motor F1 es un motor
quimico, alimentado por ATP. Los dos motores estan conectados entre si por un
estator, de modo que cuando FO gira, F1 también gira (Fig. 13.11 h).
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Figura 13.11. Estructuras de diferentes proteinas de plantas. a) Palmitoil transferasa
(PDB:6bms.1), b) proteina HSP de Pinus tabuliformis (PDB: 1gme), c) proteina LEA de Oryza
sativa (Alpha fold: AF-A3AHGS5-F1), d) Heveina, Hevea brasiliensis (PDB. 1hev), e) Catalasa

CAT1 de Arabidopsis thaliana (Alpha fold: AF-Q96528-F1), f) Fosfolipasa A1 de Arabidop-
sis thaliana (Alpha fold: AF-FAHXLO0-F1), g) Fosfoenolpiruvato carboxilasa de Arabidopsis
thaliana (Alpha fold: AF-Q5GM68-F1), h) ATPase 10, plasma membrane-type de Arabidopsis
thaliana (Q43128).

Maduracion de proteinas después de la traduccion

Las proteinas tienen un periodo de vida que inicia con su sintesis en los ribo-
somas y hasta su degradacion cuando ya no son requeridas o estan dafadas,
durante este intervalo de vida, las proteinas pueden ser modificadas de di-
ferentes formas para regular su funcidn, su localizacién, su sefialamiento de
estabilidad o degradacion al final de su periodo de vida.

Al ser sintetizadas en los ribosomas, las proteinas no adquieren su
funcionalidad al instante, deben adquirir la estructura especifica para rea-
lizar su funcidn, es decir deben madurar y ser conducidas al lugar en el
cual ejerceran su funcion y al llegar son activadas, estas modificaciones
que se realizan en las proteinas durante y/o después de su traduccién se
les denomina modificaciones cotraduccionales o postraduccionales de las
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proteinas. Las modificaciones que han sido las mas estudiadas implican:
correcto plegamiento mediante la formacién de enlaces disulfuro en las
posiciones precisas, fosforilacion, hidroxilacion, acetilacién, glucosila-
cién, adicion de lipidos, ubiquitinacién y escision o ruptura proteolitica en
posiciones especificas, dichas adiciones o modificaciones pueden ser per-
manentes o reversibles como una forma de regular su funcion o actividad.

Las modificaciones co o postraduccionales se pueden observar en
las cadenas laterales de los aminodcidos, en los grupos amino terminal
o carboxilo terminal de la proteina, con lo que se modifican los grupos
funcionales, pudiendo ser como una forma de sefalizacién, bien para
modificar las propiedades de los aminoacidos, por ejemplo, haciéndolos
mas hidrofilicos o mas hidrofébicos y al modificar los grupos funcionales
existentes o bien introducir nuevos grupos funcionales, la estructura de la
proteina puede variar o modificar su estructura. Las modificaciones co o
postraduccionales mas estudiadas son las siguientes:

Puentes Disulfuro, denominados también como enlaces disulfuro, se ge-
neran entre dos aminoacidos de cisteina, el azufre del grupo Tiol (-SH) de
ambos aminoacidos de cisteina se unen covalente (S-S) formando a la Cistina.
Los puentes disulfuro tienen la funcién de generar la estructura adecuada en
una misma cadena polipeptidica o bien mantener unidas las dos cadenas po-
lipeptidicas para mantener la estructura y funcionalidad de la o las proteinas.

Fosforilacion, es la union covalente de un grupo fosfato (-PO,) ala ca-
dena lateral de un aminodcido mediante la accién de una enzima quinasa,
tiene la funcion de modificar la estructura de una proteina para activar-
la, desactivarla o sefializarla, pudiendo ser la sefial para el ensamblaje con
otras proteinas. Se fosforilan principalmente los aminoacidos que tienen
en su cadena lateral grupos hidroxilo (-OH), grupos amino (NH,-) o gru-
pos carboxilo (COO-).

Glicosilacion o glucosilacion, se refiere a la unién covalente de un gla-
cido a una proteina formando una glucoproteina, pudiendo ser desde un
monosacarido hasta un oligosacarido, tiene la funcién de hacer mas hidro-
soluble a una proteina. Basicamente la glicosilacion se realiza en el lumen del
reticulo endoplasmico rugoso a medida que la proteina va siendo sintetizada,
para ser transportada a algin organelo especifico, para formar parte de los li-
sosomas o bien para ser secretada por las vacuolas del reticulo endoplasmico.
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Hidroxilacion, se refiere a la unién de grupos hidroxilo (-OH) a las
proteinas por la accion de las enzimas denominadas hidroxilasas, con lo
cual zonas de las proteinas aumentan su hidrofilicidad y por ende se pue-
den generar cambios ligeros en la estructura de la proteina.

Acetilacion, es la union de grupos acetilo (CH,CO-) a la proteina por
la accion de acetiltransferasas, principalmente a los grupos aminos de las
cadenas laterales de la Arginina y Lisina ambos aminoacidos con carga po-
sitiva, que al ser acetilados se neutralizan sus cargas positivas y con ello la
estructura de la proteina se ve modificada.

Adicion de lipidos, se unen lipidos denominados también grupos aci-
lo a las proteinas para generar lipoproteinas, entre otros el dcido palmitico
(palmitilo) o el &cido miristico (miristilo) con ello se les dota a las proteinas
de hidrofobicidad, se observa sobre todo en proteinas que conformaran
membranas.

Ubiquitinacion, la ubiquitina es una proteina pequefia de 76 aminoa-
cidos con peso molecular de 8.5 kDa y cuyo nombre indica que es ubicua,
es decir, se encuentra ampliamente localizada en todas partes dentro del
organismo, se une a las proteinas de diferentes formas desde la monou-
biquitinaciéon hasta la poliubiquitinacion, ésta ultima puede ser lineal
o ramificada como forma de sefalar a aquellas proteinas que han de ser
recicladas por las chaperonas o degradadas en proteosomas. Se han encon-
trado en eventos celulares como la endocitosis, apoptosis, diferenciacion
y desarrollo celular, morfogénesis, entre otros eventos celulares, habiendo
mucho por esclarecer su participacion en dichos eventos.

Relacidn entre estructura y funcion (actividad biologica).
Estructura nativa y desnaturalizacion

De denomina estructura nativa a la conformacion estructural de las protei-
nas en la cual la proteina desempeiia su funcion o actividad para la cual fue
sintetizada. Cuando una proteina pierde su estructura funcional se encuen-
tra desnaturalizada, la desnaturalizacion puede ser provocada por cambios de
temperatura, cambios de pH, cambios de la fuerza idnica del disolvente en el
cual se encuentra disuelta.
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La desnaturalizacion en algunos casos puede ser reversible, si se elimina
la causa que la ocasiona, si la desnaturalizacion es por alta concentracion de
sales se puede dializar la proteina para eliminar la alta concentracion de sales
y la proteina en un alto porcentaje puede regresar a su estado nativo, pero si
la desnaturalizacion fue provocada por altas temperaturas o pH muy acidos o
basicos la proteina no regresa a su estado nativo. Por esta razon al purificar las
proteinas se debe tener especial cuidado en no desnaturalizar a la proteina de
forma irreversible sobre todo si se trata de una enzima cuya actividad sirve de
seguimiento durante su purificaciéon. En general las proteinas desnaturaliza-
das se precipitan y no pueden ser nuevamente solubilizadas.

Protedmica

Comencemos por entender que el vocablo “proteoma” se refiere al perfil de
proteinas expresadas por el genoma de un organismo en estudio bajo condi-
ciones especificas, en un momento dado. Es de entender que el perfil proteico
de un organismo cambie de acuerdo con las condiciones bajo las cuales se
desarrolla, desde condiciones del medio ambiente que le rodea, de la edad
fisiolégica en la que se encuentre, si se encuentra o no en estado de estrés, si se
encuentra en estado de salud o enfermedad, si se encuentra bajo la presencia
o ausencia de medicamentos o tdxicos, entre otros.

Entonces la “proteémica” es el estudio comparativo que permite obser-
var los cambios generados en el proteoma, bajo condiciones especificas que
permitan dilucidar los cambios o eventos fisiologicos bajo circunstancias es-
pecificas dadas, lo cual permite comprender la forma en la que el organismo
responde, por ejemplo, bajo estrés comparado con el mismo organismo no
estresado. En otras palabras, conocer que proteinas se expresan por ejemplo
en estado sano y compararlas con las proteinas que se expresan en estado de
enfermedad, las proteinas diferentes serian las que marcan la diferencia y por
lo tanto hay que estudiar la funcién que desempenan para comprender el pa-
pel que juegan en el estado de enfermedad.

Una gran parte de la investigacion en ciencias de la vida se encuentra en-
focada al entendimiento de la compleja relacion entre el genotipo y el fenotipo.
Especialmente la investigacion se dirige a preguntas fundamentales del cémo,
cuando y dénde la informacién codificada en el genoma de un organismo es
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expresada y modulada por factores externos (ejemplo, medioambiente) o fac-
tores internos (ejemplo, genémica) para generar un fenotipo especifico.

Bioinformatica de proteinas

El propésito de este tema es dar a conocer y guiar al estudiante o lector con las
herramientas bioinformaticas disponibles gratuitamente en internet y que son
utilizadas para caracterizar computacionalmente una proteina completa a par-
tir de una secuencia de ADN o de su gen correspondiente. Esta guia implicard
buscar en el GenBank la secuencia de interés, el analisis con diferentes he-
rramientas de Expasy; traduccién virtual (proteina), busqueda de dominios,
proteinas homologas, propiedades fisicoquimicas y un modelo 3D en la base
de datos de SWISS-MODEL

La manera o las diferentes herramientas en las bases de datos utilizadas
para realizar estos andlisis bioinformaticos, depende del estudiante, inves-
tigador o persona que lo realiza ya que existe diferentes bases de datos que
llevan al mismo resultado. En la figura 13.12, el diagrama de flujo muestra
una alternativa de las rutas bioinformaticas que utilizaremos para el analisis
de la proteina en estudio. Se inicia con una secuencia de nucledtidos conocida
(cuadro en blanco), las figuras en color azul indican que se us6 la misma base
de datos con diferentes herramientas para obtener los resultados, y en amarillo
para el modelado en SWISS-MODEL
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Busqueda de dominios
> https://prosite.expasy.org/

Obtener secuencia ) .,
en formato FASTA Busqueda de proteinas

de aa en el MLA _ homologas
deseado https://web.expasy.org/blast/

Propiedades fisioquimicas
—| https://web.expasy.protparam/

Secuencia
de nucleétidos
https://www.ncbi

nim.nih.gov/

Traduccion virtual
https://web.expasy.org
[translate/

Modelo de la proteina
SWISS Model:
https://swissmodel.expasy.
org/interactive

|

Andlisis estructura 3D
PDBSum: https://www.ebi.ac.
uk/pdbe/pdbe-kb

Figura 13.12. Diagrama de flujo de una ruta para el andlisis bioinformético de proteinas.
La figura en color blanco indica el inicio con la secuencia de nucleétidos, las figuras en azul
indican el uso de las herramientas en Expasy, en amarillo las bases de datos para el modelado.

Andlisis bioinformatico

Para este ejercicio, se trabajard con una secuencia de un ARN mensajero que
codifica para una alfa expansina de jitomate: Lycopersicon esculentum expan-
sin; LeEXP1 (U82123.1). Existen diferentes maneras de obtener la secuencia
de nucleétidos en la base de datos de NCBI tal como: nombre del gen, nimero
de acceso, nombre de la proteina y nombre cientifico del organismo. Hay que
mencionar que para obtener cualquier informacién dentro de NCBI se tiene
que escribir en el idioma inglés. Para este caso, utilizaremos la frase “Lycoper-
sicon esculentum expansin”.

Paso 1.- Busqueda del gen en estudio. Ingresar a la base de datos de la NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), y en el cuadro de busqueda escribir Lyco-
persicon esculentum expansin (Fig. 13.13, circulo rojo) y dejar la opciéon All
Databeses posteriormente seleccionar Search.
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Al seleccionar All Databases, se obtiene toda la informacion relacionada
con el gen en estudio como: articulos, libros, genes, proteinas, genomas, nu-
cledtidos (Fig.13.14)

] D BEG
3 = —
Baotechnology Information

@ covio-19 information x|
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (MHS) | Espafiol

UNITE
'“ A A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enlerprise.

Ending

Structural LEARN MORE
Racism
gy e -
| NCBI Home > Wel to NCBI Popular Resources
Resource List (A7) The National Canter for Biolechnology Information advances science and heakth by providing access to PubMaed
| ANRescurces bomedical and genomic information Bookshelf
| Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Qrganization | NCEI News & Blog Prbiled Comrt
| Data & Software BLAST
| _DNA & RNA Submit Download Learn -
| Domains & Structures Deposit data of manuscrips Transter NCBI data to your Find help documants. atend a Ao
| Genes & Expression into NCBI databases compitter class or watch a tutorial NP
| _ Genetics & Medicine —1 3
e t } Iig pacrer
Homalogy Ll
| Lterature
Protains NCBI News & Blog
| _‘Sequence Analysis Updated prokaryotic representative
T Develop Analyze Research genomes collection includes 685 new
I == Use NCBI APis and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and .
| Training & Tutorials libearies 1o bulld applcations data analysis task collaborative projects
Varlation
] Feb 16 Webinar: accelerating your
] (! alignments in the Cloud with
oo w) ElassicBLAST

NLM anncunces rescheduled Curation at
Scale Workshop

Figura 13.13. Pagina Principal de NCBI. En el circulo rojo, la frase del gen a buscar.
Paso 2.- Seleccion del gen. Seleccionar Nucleotide en la seccién de genomes
(figura 13.14) Nos interesa las secuencias de nucle6tidos que pueden ser desde

RNAm parciales o completos hasta fragmentos de DNA vy este apartado se
pueden encontrar 74 secuencias de expansinas relacionadas con jitomate.
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m) National Library of Medicine

soch N [or——— Py s |
@ covio-19 information °
At
Putlic health information (CDC) | (NBH) | SARS-Cov-2 data (NCH) | h (445) | Espadcl
Did you mean Lycopersicon esculentum expansion 7
Results found in 13 databases
Literature Genes Proteins
Bookshelf L} Gene Conserved Domains L)
WMSH [ 3] GED DataSets [} |dentical Protisn Groups [ 15 ]
HLM Catalog [ 10 ] GED Profiles [ % ] Pratein [ =5 ]
Pubibed [ 45 ] HomolaGens [} Pratein Famly Models ]
Pubilbed Contral [ 11 Popset [} Strustue [
Genomes Clinical PubChem
Azsemibly o ClinicalTrials gov o Brodssays L]
BioCollections [] ClinVas 0 Compounds ]
BioProject L] dbGaP [ Pathways 1]
Baasample [ 1604 dBSNP 0 Substances ]
Genome D deivar [
- Nucleatide m GTR [}
SRA MedGen [}
Taxonomy [] oMM 0

Figura 13.14. Resultados de la bisqueda en all database. La flecha rojo indica la seleccion de

nucleétidos.

En la figura 13.15, se muestra el resultado de esta seleccion y se desglosa
las 74 secuencias en nucleétidos.
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-

1,070 bp linear MRNA
Accession: UB2123.1 Gl: 2062420
PubMed  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics
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More...
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Find related data =
Detace
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|_Search | See more.
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Recent activity

Tum Off Clear
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Nucleofide:

Figura 13.15. Resultados de la seleccion de nucleotides. Se selecciona la opcidn 4 que es del

gen de interés.

Paso 3. Seleccién de la secuencia deseada. Como nos interesa la LeEXPI,
seleccionamosla secuencia 4 (Fig.13.15). Enla figura 13.16, se presenta la infor-
macion completa del gen LeEXPA1 y se muestra tanto la secuencia del RNAm
en nucle6tidos como de la proteina en aminoacidos. Existen dos maneras de
copiar la secuencia; 1) copiando directamente la secuencia de nucledtidos y
pegarla en un documento Word o 2) ir a la pestaiia de FASTA (circulo rojo)
y se obtiene esta secuencia en este formato. Como se dara cuenta en la figura
13.15, también aparece el nimero de acceso del gen que es U82123, y también
la secuencia de su proteina con nimero de acceso: AAC63088.1. Con este nu-
mero de acceso el lector puede ingresar directamente a la informacion del gen
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o de la proteina en la base de datos de NCBI. Como ya se tiene la secuencia de
aminodcidos, se puede trabajar directamente para realizar el modelo 3D de la
proteina, pero en este ejercicio se hara por otra via.

Genfank - Sendioc~
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BCCESSION L2123 Highight Sequence Features
VERSION  Us2123.1
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MUTHORS  Rose,).E.C., Lid,H.H. and Bennatt,A.8.
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fmol_types"mhNa”
feultivars"Castlemart” =
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Figura 13.16. Informacién completa del gen LeEXP1 en la base de datos de NCBIL.

Paso 5.- Traduccion virtual. Se realizara con la herramienta Translate de Expasy
(https://web.expasy.org/translate/). Esta herramienta es muy sencilla de utilizar
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ya que solo se pega la secuencia y se selecciona el formato de salida y el codi-
go genético deseado. Para este caso, se inserto la secuencia de nucledtidos de
LeEXP1, se selecciond el formato de salida compacto y el codigo genético estan-
dar. El resultado es la traduccion en seis marcos de lectura abierta (Fig.13.17a).
El programa por default marca todas las metioninas (M) en color rojo indicando
que es el inicio de la proteina u otro aminoacido después del gap indicando
un marco de lectura. El lector debe de seleccionar el marco de lectura correcto
que en este caso es el primer marco. Si selecciona la primera metionina del pri-
mer marco (flecha amarrilla en el primer marco, figura 13.17a) y al dar clic se
despliega la secuencia en aminoacidos en formato FASTA vy tres herramientas
como: BLAST, ScanProsite y Squence analysis tools (Fig.13.17b).

Results of trd slation

= Open f ling frames are highiighted in r8d N R
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Figura 13.17. Traduccién virtual de la secuencia de nucledtidos de LeEXP1 (Expasy-Transla-
te; https://web.expasy.org/translate/). a) se presenta los seis marcos de lectura abierta (MLA),
en el primero se presenta con una flecha la M que es aminodacido de inicio de la proteina. b)
la secuencia en formato fasta y las diferentes herramientas como: BLAST, ScanProsite.
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Paso 6.- Busqueda de proteinas homologas (https://web.expasy.org/blast/). En la
figura 13.17b, se observa en la parte superior derecha un recuadro en verde con
la palabra BLAST, al posicionar en éste y dar clic se hara una bisqueda de pro-
teinas homologas y un grafico con la arquitectura de los dominios (Fig.13.18).

PROSITE profiles hits on query sequence:

Graphical overview of the alignments

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (sqrt scale)
Subnission f‘flllhlllliwlillimllllkwllllbl

BRI,

RABABN2CFBL (| SOLCI}

MIC778 (H1 Tu

RABALUZUHHA

mm numums_rm
!.I.ELLB

usum?-u msm?ﬁ_cwcu

1 10 20 40 60 B0 110 150 200 306

I 'h. {M Ll Ll U lm L Ll il Ul llwl (] il Ul 'Lm. L] L L] ‘zwl [} L [} lﬁo.
[ . - VA3 Lwlwd hﬁ! region
Tdentity 6 25 %8 75 166X nas

Figura 13.18. Arquitectura de dominios y secuencias homologas de LeEXP1. de dominios b)

secuencias homologas a LeEXP1.
Paso 7.- Busqueda de dominios (https://prosite.expasy.org/). Con los resulta-

dos de la figura 13.17b, en la pestafia de ScanProsite, se realiza la busqueda de
dominios que contiene la proteina. Los resultados es una arquitectura grafica

376


https://web.expasy.org/blast/
https://prosite.expasy.org/

Capitulo 13. Estudio y bioinformatica de Proteinas

de los dominios, asi como la secuencia de aminoacidos que los conforman
(Fig.13.19). En la secuencia de aminoacido de la figura 13.19a se observa en
amarillo el dominio I, y en 13.19b la arquitectura de dominios.

USERSEQ1 (261 aa)

MGITTIFILVLLFYDSCFNIVEGRIPGYYSGGSWE TAHATFYGGSDASGTMEGACGYENLYSQEYEY
NTAALSTALFMNGLSCGACFELKCTNTPNWKIWCLPGNRPSILITATNFCPPHY AL PNONGSWCHPPR
PHEDLAMPMELKLAQYAAGTVRYTYRRTPCRKQGGTRFT INGFRYFNLVL T TNVAGAGDT TKVHVY.

GTKTHWIPL QSNAVLTGQSLSF JHRS S TSWHMYP SHIWQF GOTFIGKHFKT
a)
Legend:
+ .
disulfide bridge active site other ‘ranges’ other sites.
Flease note thal the grap P of domains disp hereafter are for ilustrative purposes only, and that their colors and shapes are not intended to indicate
homalogy or shared function
For mare information about how these are go to https:/fprosite expasy.org'mydomains/,

hits by profiles: [2 hils (by 2 distinct profiles) on 1 sequence]
Upper case represents malch positions, lower case insert positions, and the - symbel represents deletions relative to the matching profile.

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
rulor: b)

R
USERSEQ1 __W (261 aa)
Figura 13.19. Secuencia de dominios y su arquitectura. a) secuencia en aminodcidos de Le-
xEXP1, en amarillo el dominio I, b) Arquitectura de dominios.

Paso 8.- Propiedades fisicoquimicas de la proteina (https://web.expasy.org/
protparam/). Este tipo de andlisis es de gran importancia para las caracteristi-
cas de las proteinas, entre estos estdn el peso molecular, el punto isoeléctrico,
GRAVY, indice alifatico En la misma herramienta de Translate (Fig.13.17b) se
puede observar la pestafia Sequence analysis tools, esta contiene las herramien-
tas ProtParam, ProtScale, Compute pI/Mw, PeptideMass, y PeptideCutter. En
la tabla 13.5, se muestra los valores obtenidos en ProtParam
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Tabla 13.5 Pardmetros fisicoquimicos de la proteina LeEXPA1

Numero de aminoacidos 261

Peso Molecular 28686.94 Daltons
pl tedrico 9.46

Total, de aa negativos (Asp + Glu): 9
Total, de aa positivos (Arg + Lys): 21
Formula C o 1066N35,055,5,
Indice de inestabilidad 26.23

Indice alifatico 77.36

Gran promedio de hidropaticidad (GRAVY)  -0.005

Paso 9.- Modelado de la proteina. Ingresar a la base de dato del SWIIS-MO-
DEL (https://swissmodel.expasy.org/) y pegar la secuencia de aminodcidos en
el recuadro donde dice: “paste your target sequence” (Fig.13.20). Se tienen dos
opciones para el modelado: 1) que se realice a partir de moldes o templetes
existes en la base de datos de PDB o 2) construir el modelo. Pare este caso, se
tomo la primera opcion y el resultado es con 41 moldes para la proteina que
estamos analizando (Fig.13.21). Se seleccion¢ la primera opcién que es con el
molde 1n10.1 que es el nimero en el PDB y es de la proteina alergeno del po-
len Phl p1. Como resultado, se observa la estructura 3D, asi como la secuencia
en aay las zonas que forman las beta plegadas y alfa-hélices.

Esto es un ejemplo para la expansina, pero el lector lo puede hacer para
la proteina de interés.

BN = SWISS-MODEL ] o

Star 8 New Modeling Project &

oo

B L T rp———

Figura 13.20. Pagina principal de SWISS-MODEL para el andlisis del modelo.
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Figura 13.21. Modelado 3d de la proteina LeEXPA1 en SWISS-MODEL (https://swissmodel.
expasy.org/).

Protocolos
Protocolo de extraccion de proteinas de Leguminosas

Las proteinas presentes en las semillas pueden ser divididas en dos grandes
grupos, dependiendo de la funcién bioldgica de la misma: a) proteinas con
actividad biolégica como las enzimas y b) proteinas de reserva. Estas tltimas
llegan a conformar mas del 80 % de la proteina total de la semilla.

La metodologia que se muestra a continuacion es para extraer la proteina
total de las semillas o granos. Se recomienda trabajar muestras de legumino-
sas, tales como frijol, soya, garbanzo, lenteja, chicharo, etc.,

Buffer de extraccion

Tris-HCl 0.0625 M a pH 6.8
SDS 0.1%
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1. Moler algunas semillas en mortero o molino eléctrico hasta formar una
harina fina.

2. Pesar 150 mg de harina y transferir a un tubo para microcentrifuga.

Agregar 1 ml de buffer de extraccion.

Homogenizar con vortex. Agitar con vortex cada 5 min durante media

hora y dejar en hielo.

Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm

Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio.

Centrifugar nuevamente el sobrenadante por 10 min a 10,000 rpm

Recuperar el sobrenadante en tubo limpio.

Ll

N W

Protocolo de Cuantificacion de la proteina.

La absorbancia a 280 nm, lee la absorbancia de los aminodacidos aromati-
cos como la fenilalanina, tirosina y triptéfano presentes en las proteinas.
Obviamente las proteinas que tengan mayor cantidad de los aminodcidos
mencionados tendran mayor absorbancia que las proteinas que contienen me-
nor cantidad de dichos aminoacidos.

Por la ley de Beer y Lambert, se tiene: A=KCl

Donde, A= absorbancia
C= concentracién
K= coeficiente de extincion
|= longitud en centimetros de la celda utilizada, las celdas que
se utilizan tienen un tamano estandar de 1 cm

Medir absorbancia a 280 nm de las muestras, calcular su concentracién con un
coeficiente de extincién de 1.15.
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Cuantificacidn de proteinas por método DC-Protein assay (Bio-Rad)

Leer el manual del kit, resolver dudas con la profesora, elaborar la curva patrén
con seroalbimina bovina (BSA) y cuantificar la concentracién de proteina de
sus muestras.

Comparar las dos metodologias para cuantificar proteina, describir las
ventajas y desventajas de ambos métodos y sacar sus propias conclusiones.

Protocolo para Electroforesis SDS PAGE
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis, por sus siglas en inglés)

Soluciones a preparar

Solucién de arcrilamida /bis-acrilamida 30% (29.2% / 0.8%) Téxico usar guan-
tes y tapaboca, no inhalar.

Tris-HCI 1M, pH 8.8, 100 ml

Tris-HCI 1M, pH 6.8, 100 ml

SDS 10 %, 10 ml

Persulfato de amonio 10% (prepararlo en el momento de utilizarlo), 1 ml
Solucién de agarosa al 1%, 100 ml, calentar para solubilizar

Azul de bromofenol al 1 %, 10 ml

Buffer para muestra

0.5 M Tris HCl a pH de 6.8 1 ml

Glicerol 0.8 ml
SDS al 10 % 1.6 ml
B-mercaptoetanol 0.4 ml
Azul de bromofenol al 1 % 0.4 ml

Mezclar todo y aforar a 8 ml con agua desionizada
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Buffer de corrida 5X
Tris-HCl I5¢g
Glicina 72¢g
SDS 5¢g
AforarallL

Solucion de tefiido

40 % de Metanol

10 % de Acido acético

0.1 % Azul de Coomassie R-250
50 % de Agua

Preparar 250 ml

Solucion de destefiido
40 % de Metanol
10 % de Acido acético
50 % de Agua
Preparar 1 L

Preparacion del gel:

1. Limpiar las superficies del vidrio con alcohol y montar la cdmara de elec-

troforesis.
2. Preparar el gel separador de poliacrilamida al 12 %

Tris pH 8.8 1.88 ml
Poliacrilamida 1.67 ml
SDS al 10 % 0.025 ml
Agua desionizada 1.39 ml
Mezclar perfectamente y desgasificar

Persulfato de amonio al 10 % 50 ul
TEMED 5ul
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Mezclar perfectamente sin ingresar burbujas

Vaciar el gel separador en la camara de electroforesis dejando 2 cm antes
del borde.

Cubrir la superficie con 1 ml de alcohol y retirarlo cuando polimerice el gel.
Preparar el gel concentrador.

Tris pH 6.8 312.5ul
Poliacrilamida 312.5 ul
SDS al 10 % 254l
Agua desionizada 1.84 ml
Mezclar perfectamente y desgasificar

Persulfato de Amonio al 10 % 7.5ul
TEMED 24l

Mezclar perfectamente sin ingresar burbujas

Vaciar el gel en la cdmara sobre el gel separador y colocar el peine. Espe-
rar a que polimerice.

Preparacién de las muestras y del estaindar de peso molecular.

7.

Tomar 20 ul de su muestra y mezclarlos con 20 ul de buffer de muestra
en un tubo eppendorf, agitar con vortex.

Preparar el estandar de peso molecular como se indica en las instruccio-
nes del proveedor.

Incubar las muestras bien tapadas y en su caso el estandar por 3 min en
agua hirviendo, sacar y dejar enfriar.

Preparacion de la cimara de electroforesis para la corrida:

10.
11.
12.
13.

14.
15.

Agregar el buffer de corrida en la camara.

Cargar el gel con las muestras y el estandar de peso molecular.

Correr el gel a 20 mili Amperes hasta que el frente entre al gel separador.
Correr el gel a 40 mili Amperes en el gel separador y dejar correr hasta 0.5
mm antes de llegar al final.

Apagar y desconectar la fuente de poder. Desmontar el gel.

Teiir el gel durante 2 h, lavarlo con agua corriente.
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16. Destenir hasta que las bandas sean visibles.
A reportar:

1.
2.

3.

Numero de bandas y abundancia relativa de cada una de ellas.
Similitudes y diferencias entre los patrones electroforéticos de sus protei-
nas y de las proteinas de otros equipos.

Peso molecular calculado de cada una de las 5 principales bandas de cada
muestra. Graficar en Excel el log 10 del peso molecular de los estandares
en el eje de las “Y” y el Rf en el eje de las “X”, obtener la ecuacion de la
curva y calcular los pesos moleculares de las 5 principales bandas de sus
dos muestras.

PM de cada proteina del estandar
EjeY log10 (PM)

Eje X Rf de esa proteina estdndar
94,000  log 10 (94,000) = 4.973
El siguiente estandar

36,000  log 10 (36,000) = 4.55

Se deben ingresar todos los estandares de peso molecular del estandar

utilizado en el gel.
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Con esto elabora una grafica como esta, en el eje de las X pones el Rf
6,0

y =1,1963x + 4,9761
R?=0.9907
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Movilidad relativa (Rf)

Figura 13.22. Curva de calibracién para la determinacién de pesos moleculares.
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Silo haces en Excel, puedes obtener la ecuacion de la recta y la R cuadra-
da mientras mas cercana a 1 significa que hay menos error.

Y = mX+b en donde Y es el Rf de las bandas que se quiere calcular el peso
molecular y la X el Rf obtenido para la banda que se quiere conocer su peso
molecular.

Como ya conoces el valor de “m” que es la pendiente y conoces el valor
de “b” que es la ordenada al origen, s6lo haces la operacion y obtienes el peso
molecular de la banda de la cual no se conoce su peso molecular.

Ejemplo de la electroforesis realizada con proteinas totales de leguminosas

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 13.23. Electroforesis de proteinas totales de leguminosas. MPM, Marcado de peso
molecular. 1) Lens culinaris (Lenteja), 2) Cicer arietinum (Garbanzo), 3) Phaseolus vulgaris
(Frijol bayo), 4) Phaseolus vulgaris (Frijol pinto), 5) Vicia faba (Haba), 6) Phaseolus vulgaris
(Alubia), 7) Phaseolus vulgaris (Frijol peruano 1), 8) Phaseolus vulgaris (Frijol peruano 2).
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